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De igual modo que todos los seres vivos hemos de morir, todos los seres vivos tenemos
fases de inactividad y de relativo aislamiento del exterior en nuestros ciclos vitales, el más
elaborado de los cuales es el sueño. Conocemos, o al menos intuimos, que es durante la
vigilia cuando efectuamos nuestros objetivos existenciales, pero no sabemos aún a ciencia
cierta para qué sirve el sueño, que en el caso de los humanos representa alrededor de un
tercio de nuestra biografía. Sin embargo, sí conocemos que el sueño es necesario para la \ ida
y que no podemos prescindir de él ni aún para evitar riesgos que pudieran acabar con nuestra
existencia. Los conocimientos que tenerlos actualmente acerca del sueño complementan esa
perspectiva pasiva e inerte del sueño con otros aspectos dinámicos que se establecen durante
el mismo, ya que si bien en todo organismo vivo se establece un ciclo actividad-reposo, éste
es distinto en los diferentes niveles de la escala filogenética. Es a partir de aves y mamíferos
cuando el sueño adquiere una complejidad mayor, incorporando en el mismo una fase
peculiar de muy especiales características, el sueño paradójico o sueño REM.
Sean cuales sean las funciones del sueño, a pesar de las diferencias ontogénicas.
individuales y circunstanciales, nuestro período vigil está importantemente condicionado por
el modo en que dormimos, por la calidad y la cantidad de nuestras fases de sueño.
Definido por Piéron, 1913, el sueño se caracteriza comportamentalmente por la ausencia
de actividad con respecto a la vigilia, por ser reversible y periódicamente necesario, tener un
ritmo relativamente independiente de las condiciones externas, y por la interrupción ¡que
como luego se ha comprobado es incompleta) de las funciones sensitivas y motoras que unen
el cerebro con el entorno, con el fuera de sí mismo. Una diferencia fundamental entre una
vigilia fisiológica y el sueño es el nivel de enlace establecido con el exterior. Cuando la
actividad del sistema nervioso central es la de sueño el umbral de estimulación para conseguir
una respuesta aparece notablemente incrementado, de modo que las relaciones que se
establecen en el sistema nervioso durante esta fase son. al parecer, esencialmente consigo
mismo.
En cualquier caso, cuando hablamos de sueño hacemos referencia a un estado biológico
periódico, complejo, heterogéneo, con una forma especial de actividad en el sistema nervioso
central, cualitativamente distinto de la vigilia y necesario para la calidad de vida y cuyas
distintas fases precisan de conexiones y mecanismos neuronales específicos para su
establecimiento y coordinación.
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1. El ciclo vigilia-sueño
En todos los seres vivos, como hemos señalado, incluyendo los organismos unicelulares,
se establecen por tanto fases de actividad y de reposo, si bien el carácter de ese "descanso" es
diferente en los distintos niveles de la escala evolutiva.
Con el descubrimiento efectuado por Berger (1929) de que las fases diferentes de
actividad comportamental y de nivel de conciencia en humanos podían ser visualizadas
mediante un registro externo de la actividad eléctrica cortical, se establecieron dos tipos
fundamentales de patrones electroencefalográficos: el de la vigilia, caracterizado
esencialmente por ondas de alta frecuencia y bajo voltaje, y el registro sincronizado del
sueño, constituido éste por ondas lentas, de gran amplitud y baja frecuencia en el
electroencefalograma.
Bremer (1935, 1936) afirmó que la desaferentización sensitiva completa, a excepción de
los nervios ópticos y olfatorios, por una transección del tronco cerebral entre los dos
colículos mesencefálicos, determina inmediatamente un estado funcional que se parece al del
sueño natural y barbitúrico, afirmando que la vigilia se debía a impulsos estimuladores de
origen sensorial que abordaban a través del tálamo la corteza cerebral. Llegó a estas
conclusiones al comprobar que después de realizar secciones en el tronco del encéfalo de
gatos a nivel intercolicular (cerebro aislado) se observaba una actividad eléctrica cortical
permanente típica de sueño (ondas lentas), y que cuando las secciones se efectuaban en un
nivel más caudal, concretamente entre bulbo y médula espinal, (preparación de encéfalo
aislado), la respuesta electroencefalográfica era la de alternancia entre los ciclos de vigilia y
sueño. Bremer (1935, 1936) defendió la hipótesis de que un flujo incesante de influencias
sensoriales hacia la corteza cerebral mantenían su actividad vigil. citando sus palabras: "c 'est
a diré á un niveau d'activité neuronique, entretenu par un mécanisme réflexe continu.
extéroceptif et proprioceptif'. La supresión de estas aferencias sensitivas darían lugar a una
actividad eléctrica de sueño y al propio sueño. El sueño era por tanto un fenómeno pasivo
consecuencia de la supresión de vigilia.
Ante esta teoría pasiva del sueño se levantaban los hallazgos de Hess (1954) que
demostró que la estimulación eléctrica con baja frecuencia del tálamo medial y del
prosencéfalo basal producían sueño. Nauta (1946) demostró en los laboratorios de Hess que
las lesiones del prosencéfalo basal que se extendía al hipotálamo anterior provocaban un
insomnio persistente en ratas. Estos hallazgos hacían pensar en una hipótesis activa del
sueño que confirmaba los hallazgos de Von Ecónomo (1929) que en pacientes con encefalitis
letárgica describió dos grupos: 1) los pacientes con lesiones en hipotálamo posterior y
tegmento mesencefálico dormían excesivamente, por lo que pensó que en esta zona se
ubicaría un centro responsable de la vigilia, y 2) los pacientes con lesiones situadas
principalmente en hipotálamo anterior y prosencéfalo basal permanecían insomnes, de modo
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que en la zona anterior del hipotálamo debía situarse un centro hipnogénico, productor de
sueño. En aquel momento sus teorías no fueron aceptadas debido a la naturaleza difusa de la
lesión en la encefalitis letárgica.
Esta discusión pareció encontrar una respuesta definitiva en los hallazgos de Moruzzi y
Magoun (1949) con la descripción del sistema reticular ascendente de activación. De acuerdo
con estos autores, y las demostraciones sucesivas de sus laboratorios, de la vigilia era
responsable la formación reticular del tronco del encéfalo que ocupaba el tegmento del tronco
del encéfalo desde el bulbo al mesencéfalo extendiéndose al diencéfalo basal. Es la supresión
de la vigilia por lesión o bloqueo de los impulsos reticulares ascendentes lo que produce un
electroencefalograma sincronizado. El sueño aparecía pues como un estado pasivo como
consecuencia de la supresión de estos impulsos reticulares ascendentes.
Experimentos posteriores de Batini v cois. (1959), Camacho-Evangelista y Reinoso-
Suárez (1964), Sterman y Clemente (1962), Madoz y Reinoso-Suárez (1968). Zarranz y
Reinoso-Suárez (1971) demostraron: 1) que había unas estructuras responsables de la vigilia
que se encontraban situadas en el tegmento del puente rostral y del mesencéfalo
extendiéndose al hipotálamo posterior y lateral, y 2) dos grupos de estructuras responsables
del sueño con electroencefalograma sincronizado unas que estaban situadas en el hipotálamo
anterior y prosencéfalo basal y otras caudales en puente caudal que se extendían a los núcleos
cerebelosos (Reinoso-Suárez y de Andrés, 1976).
Hasta entonces podían por tanto identificarse dos fases principales en el ciclo vigilia-
sueño: actividad cortical activada o vigil y sueño de ondas lentas. Este sueño es el que existe
evolutivamente en reptiles, y que se define regularmente como sueño conductual. pero
todavía habría de identificarse una nueva fase dentro del sueño: el sueño REM o sueño
paradójico, que existe en los vertebrados homeotermos, es decir, en aves y mamíferos.
El sueño REM. Dentro de la visión principalmente pasiva del sueño, ya Macnish 11830.
citado por Parkes, 1985) había distinguido un sueño completo y un sueño incompleto, en el
que persistía alguna actividad mental, como la que había de existir durante los ensueños. Así
quedaba planteadas dos formas distintas de sueño, pero fueron Aserinsky y Kleitman los que
en 1953 caracterizaron en humanos una fase biológica peculiar específica distinta dentro del
sueño, en la que existen de forma periódica movimientos oculares rápidos (distintos de los
oscilantes lentos que ya habían sido descritos con anterioridad y que se producen durante el
inicio del sueño), unidos a una activación del electroencefalograma similar a la que so
produce durante la vigilia, acompañada de atonía. En 1958 Dement describió esta misma fase
del sueño en gatos. Debido a la importante activación cortical que se produce durante esta
fase del sueño Jouvet y Michel (1959) y Jouvet y col. (1959) le dieron el nombre de sueño
paradójico (por esta misma causa también se le denomina desincronizado). A este tipo de
sueño también se le denomina REM a consecuencia de los característicos movimientos
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oculares rápidos (en inglés, "rapid eyes movements") que se producen durante el mismo y
que Dement y Kleitman (1957) asociaron con los ensueños.
El sueño REM existe en aves y mamíferos, de modo que a este sueño filogenéticamente
"completo", que incorpora esta etapa especial dentro del mismo, se le denomina sueño
verdadero. En la organización del ciclo vigilia-sueño podemos diferenciar dos sistemas
neurobiológicos principales, el de las las complejas redes que generan activamente y
mantienen las diferentes fases del ciclo vigilia-sueño, y el que establece el momento
adecuado del sueño dentro del ciclo diario de 24horas, el que establece el ritmo circadiano.
representado por los núcleos supraquiasmáticos del hipotálamo. Alteraciones intrínsecas o
extrínsecas en estos sistemas, pueden causar trastornos en la organización del ritmo vigilia-
sueño.
Caracterización de las diferentes fases del ciclo. Antes de describir las estructuras del
sistema nervioso central que se ha demostrado son formaciones nodales de las redes
neuronales responsables de la vigilia y de las diferentes fases del sueño, expondremos
brevemente los registros poligráficos de las actividades bioeléctricas de que nos valemos para
caracterizar esas fases. Estos parámetros son muy útiles ya que no son invasivos, y en el
propio hombre se realizan por medio de registros externos. Es verdad que existen muchas
más variables directamente relacionadas con las diferentes fases del ciclo vigilia-sueño, ya
que tanto el sueño como la vigilia suponen modificaciones funcionales del individuo como
un todo, y, en consecuencia, en casi todos los sistemas fisiológicos se manifiestan estas
modificaciones: existen cambios en funciones endocrinas, en la actividad del sistema
nervioso autónomo, en las funciones cardíaca y respiratoria, y en la función
termorreguladora, entre otras.
Conviene recordar en primer término que se han realizado clasificaciones de las etapas del
sueño basadas en criterios polisomnográficos con objeto de permitir una interpretación
homogénea de los mismos. En humanos se utiliza la clasificación de Rechtschaffen y Kales
(1968) mientras que en gatos se utiliza la de Ursin y Sterman (1981).
El nivel de actividad cortical es el que nos da la pauta primera para establecer el momento
del ciclo vigilia-sueño en que nos encontramos: durante la vigilia, el registro es de ondas Je
bajo voltaje y alta frecuencia (EEG activado), en que suele predominar el ritmo p (ondas tic
más de 13 ciclos por segundo) cuando el individuo tiene los ojos abiertos: situándose las
ondas dentro de la banda de frecuencias a (de 8 a 12 Hz), cuando el sujeto se encuentra en
reposo con los ojos cerrados. El EMG registra en esta fase un modo de actividad muscular
tónico.
Durante el sueño no-REM encontramos cuatro fases diferentes representando un
progresivo enlentecimiento en el registro de actividad cortical con una creciente
profundización en el sueño, entendida ésta como la necesidad de un estímulo externo
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progresivamente más intenso para que el nivel de actividad del sistema nervioso central
vuelva a ser el de vigilia.
El sueño REM viene caracterizado por un EEG activado, (similar al registrado durante la
fase 1 en humanos, o al existente durante la vigilia en algunos animales), y por un EMG en
que aparece una total ausencia de tono muscular (atonía), si bien de forma fásica pueden
presentarse breves sacudidas musculares. Además aparecen en el EOG de forma intermitente
(fásica) los característicos movimientos oculares rápidos, (que permitieron identificar y que
dan nombre a esta fase del ciclo vigilia-sueño), aislados o agrupados en salvas, que
acontecen de un modo simétrico en los dos ojos y cuya orientación puede ser horizontal,
vertical u oblicua, si bien predominan los movimientos horizontales. En animales de
experimentación es obligado para caracterizar esta fase observar las puntas ponto-genículo-
occipitales, las PGOs, lo que normalmente se hace en el núcleo geniculado lateral.
Arquitectura del sueño. Las diferentes fases del sueño no se producen de forma arbitraria
y desorganizada, sino que existe una evolución del mismo durante la noche, configurando lo
que se suele denominar la arquitectura del sueño. La arquitectura del sueño está
condicionada, entre otros factores, por la dependencia de la cantidad y la calidad de sueño
que se haya tenido previamente, pero durante una noche de sueño típica, en un individuo
adulto, el sueño se inicia desde el estadio 1, (de somnolencia), del sueño no-REM. (de modo
que en condiciones fisiológicas en el cerebro maduro el sueño REM sigue siempre al sueño
no-REM), para pasar posteriormente de forma progresiva por las fases 2. 3 y 4 (con un
enlentecimiento progresivo por tanto de la actividad del electroencefalograma cortical),
después de lo cual y generalmente después de un paso por el estadio 2 se inicia finalmente el
sueño REM aproximadamente a los 90 minutos después del inicio del sueño. De este modo.
en circunstancias fisiológicas el sueño se organiza cíclicamente, alternándose las fases de
sueño REM con las de sueño de ondas lentas en ciclos de aproximadamente 90 minutos.
Estos ciclos se repiten de 4 a 6 veces cada noche, pero su carácter va variando a lo largo
de la misma, así, los estadios 3 y 4 (sueño delta o de ondas lentas) suelen concentrarse en las
primeras horas de la noche, mientras que, inversamente, las fases de sueño REM.
relativamente cortas en el inicio del sueño, se van prolongando progresivamente en los
sucesivos ciclos: después del primer REM los intervalos entre sucesivos episodios REM
disminuyen, mientras que su duración aumenta.
La profundidad del sueño, definiendo a ésta por el nivel de intensidad de estímulo
necesaria para que el sistema nervioso central se incorpore a su modo de actividad de la fase
vigil, varía también con las distintas etapas del sueño siendo ésta generalmente progresiva a
medida que avanzamos en el ciclo de sueño, de este modo en gatos la etapa más profunda
corresponde a la del sueño REM aunque en humanos la fase más profunda de sueño es la
fase 4 no-REM. A pesar del relativo aislamiento del exterior que se produce durante el
sueño, éste no es completo, sino que sigue manteniéndose una aferencia de estímulos
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extemos y un determinado nivel de atención, de modo que no sólo la intensidad, sino
también el carácter del estímulo son importantes a la hora de comenzar una nueva fase de
vigilia, pudiendo recibirse estímulos que no llegan a despertar al individuo, como indican los
estudios con potenciales evocados.
Estructuras cerebrales v sueño. Se conocen gran número de las estructuras que componen
las complejas redes neuronales responsables del sueño y de la vigilia, y las estructuras
responsables de los distintos mecanismos de estas manifestaciones comportamentales
parecen ser semejantes en la mayoría de los mamíferos que han sido estudiados. El sistema
reticular ascendente de activación, constituido por la formación reticular ponto-meso-
diencefálica es el área cerebral encargada del mantenimiento de la vigilia, a la que debemos
agregar el núcleo basal magnocelular en el prosencéfalo basal. Los neurotransmisores
implicados serían: en prosencéfalo basal la acetilcolina, en hipotálamo posterior y lateral la
histamina y el glutamato, en el área tegmental ventral y en la substancia negra la dopamina, y
en el tegmento pontomesencefálico participarían la acetilcolina (núcleos pedúnculopontino y
láterodorsal del tegmento pontino), la serotonina (núcleos del rafe), la noradrenalina (locus
coeruleus) y el glutamato.
Como estructuras responsables del sueño no-REM podemos diferenciar esencialmente un
sistema hipnogénico rostral, constituido por la región preóptica y el hipotálamo anterior, a
los que debemos añadir la corteza cerebral, principalmente prefrontal y los núcleos talámieos
reticular y dorsomedial, y un sistema de inducción de sueño caudal constituido por tegmento
pontino caudal extendiéndose al núcleo del tracto solitario, a los que debemos añadir los
núcleos profundos del cerebelo. Los principales neurotransmisores implicados son GABA.
glutamato y adenosina.
Con respecto a la red neuronal responsable del sueño REM trataremos en el apartado
siguiente.
2. Naturaleza del sueño REM
Además de las manifestaciones bioeléctricas señaladas más arriba durante el sueño REM
se dan otros fenómenos como son un aumento de la actividad simpática y parasimpática
durante el sueño REM fásico (y un relativo incremento de la actividad parasimpática durante
el REM tónico), con una vasoconstricción generalizada, que puede ser responsable del
incremento de la presión arterial que se produce durante esta fase, un aumento del consumo
de oxígeno y una respiración irregular con un aumento de la resistencia de las vías aéreas
superiores como consecuencia de la atonía, irregularidades también en la frecuencia cardíaca.
y una pérdida de la capacidad termorregulatoria. Se ha demostrado igualmente un aumento
del flujo sanguíneo en amplias regiones cerebrales: tegmento protuberancial oral, tálamo.
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prosencéfalo basal, amígdala y áreas corticales paralímbicas y sensoriales unimodales (Braun
y col., 1997).
También los sueños suelen producirse más frecuentemente durante esta fase del ciclo
vigilia-sueño. Cuando se despierta al individuo en la fase no-REM puede referir en ocasiones
que estaba soñando, pero el porcentaje de situaciones en que ésto acontece es inferior al que
se produce cuando se despierta al individuo durante la fase de sueño REM. y la viveza y los
detalles que de éstos se recuerdan es mucho más pobre que la de los producidos durante el
sueño REM (Parkes, 1985; Czeisler y Richardson, 1998). Es igualmente interesante
destacar, que la incidencia del recuerdo de lo soñado durante el sueño no-REM puede
aumentar tras una privación selectiva de sueño REM (Czeisler y Richardson. 1998). Pero no
todos los sueños que se producen durante esta fase son similares, sino que su complejidad
onírica y riqueza emocional van incrementándose a lo largo de la noche, paralelamente a la
mayor duración de esta fase del sueño. Como se indicó previamente los movimientos
oculares rápidos que se producen durante el sueño REM han sido asociados a los ensueños,
pero no parece que consistan en mero seguimiento visual de la acción que se produce durante
los mismos, sino que probablemente se deba a la implicación de mecanismos neuronales
parcialmente coincidentes.
A pesar de esta "paradójica" actividad durante el sueño REM. hemos de recordar que éste
se produce en el mismo cerebro que existía durante la vigilia, de hecho, al igual que él e
independientemente, se ve afectado por diferentes parámetros individuales como son la edad
y la personalidad, y por parámetros externos como son la dieta (relación ya establecida por
Brillat-Savarin en 1841), el entorno y otros. También existen diferencias en el sueño REM
de las diferentes especies. Pasamos a continuación a referir estas diferencias individuales.
ontogenéticas y filogenéticas.
Del mismo modo que existen diferencias en el número de horas totales que necesita
dormir una persona, existen diferencias en los porcentajes de sueño REM que cada individuo
necesita durante el mismo, si bien en el adulto suele oscilar entre un 20 y un 25^'r del tiempo
total de sueño. Entre los factores más importantes que condicionan el modo de sueño está la
edad: en el neonato el sueño representa 2/3 de su vida, y está organizado con un ritmo
ultradiano; en el adulto el sueño ocupa 1/3 del día y el ritmo es generalmente circadiano. Las
fases 3 y 4 del sueño no-REM disminuyen en duración a lo largo de la vida del individuo,
sin embargo, la proporción de sueño REM permanece estable, representando siempre entre
un 20 a un 25% del tiempo total de sueño desde los 3-5 años. La necesidad de sueño REM
aparece ya intraútero representando un S0% del tiempo total de sueño en niños nacidos 10
semanas prematuramente. En el recién nacido a término puede superar el 509¿ del sueño
total.
La proporción de sueño REM y no-REM (y por tanto la necesidad de sueño REM) varía
ampliamente entre especies, estando el patrón de sueño condicionado por el patrón de
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actividad de cada animal. También existen diferencias entre el sueño REM de pequeños y
grandes mamíferos, y existen adaptaciones especiales en animales acuáticos. A pesar de ésta,
el porcentaje de sueño REM en muchos animales es similar al del hombre, si bien por
ejemplo las sacudidas mioclónicas fásicas que ocurren durante el sueño REM son más
frecuentes y violentas en algunas especies.
Con respecto a la función que pudiera tener el sueño REM, se le asigna un papel
importante en la maduración y desarrollo de los circuitos corticales debido, entre otras
razones, a la alta proporción que, como se ha indicado, representa este tipo de sueño en el
cerebro inmaduro. Hoy día se le atribuye un importante papel en los procesos de aprendizaje
y memoria (Reinoso-Suárez, 1998; Reinoso-Suárez y col., 1999).
3. Localización de las estructuras responsables del sueño REM
Diferentes tipos de experimentos han intentado localizar las estructuras responsables del
sueño REM y de sus distintas manifestaciones. Los experimentos de abordaje para su
localización incluyen transecciones, lesiones, estimulaciones mediante microinyección de
neurotransmisores y registros eléctricos de la actividad unitaria, como describimos a
continuación.
Mediante estudios de transección del tronco cerebral (Jouvet. 1962: Siegel y col., 1984).
de estudio electrofisiológico en casos de privación selectiva de sueño paradójico (Jouvet y
col., 1964) y de lesiones parciales de la formación reticular del puente (Carli y Zanchetti.
1965) se llegó a localizar en protuberancia la específica base neuronal para la génesis del
sueño REM en gato. Por otro lado Camacho-Evangelista y Reinoso-Suárez (1964)
localizaron en el tegmento pontino oral unas estructuras cuya estimulación inducía activación
del electroencefalograma, puesto que su lesión provocaba fenómenos de sincronización en el
mismo. Estudios posteriores de Baghdoyan y col., 1984 y 1987. demostraron que al menos
las inyecciones de carbamilcolina (carbacol, un agonista colinérgico que actúa
simultáneamente sobre receptores nicotínicos y muscarínicos, por lo que en esta zona habrían
de existir neuronas colinoceptivas), efectuadas en tegmento pontino del gato inducían sueño
desincronizado. También en el área reticular tegmental gigantocelular pontina inyecciones de
carbacol inducían episodios de sueño paradójico (Silberman y col., 1980).
También en humanos se han descrito lesiones en el tegmento pontino que reducían o
eliminaban completamente el sueño REM (Chase y col., 1968; Feldman. 1971; Cummings y
Greenberg, 1977).
En resumen en el tegmento protuberancial se han descrito estructuras a las que se les ha
atribuido un papel importante en las diferentes manifestaciones que caracterizan al sueño
REM por lo que haremos una breve descripción de esta zona del tronco del encéfalo.
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El puente o protuberancia es la región del tronco del encéfalo limitada en su porción
rostral por el mesencéfalo y en su porción caudal por el bulbo raquídeo. Anatómicamente
podemos dividirlo (para descripción en detalle ver Parent, 1996) en una porción ventral y
una parte dorsal. La porción ventral está formada por los núcleos del puente y por fibras
transversales (pontocerebelosas), longitudinales (córticopónticas. córticobulbares y
córticoespinales) y en su parte caudal por el complejo olivar superior y las fibras del cuerpo
trapezoide. La parte dorsal está constituida por el denominado tegmento pontino. donde NC
ubican la formación reticular pontina, vías ascendentes y descendentes y los núcleos de los
nervios craneales. La formación reticular pontina en el tegmento protuberancial representa
una continuación de la formación reticular situada rostral y caudalmente. En ella se han
descrito dos núcleos: el núcleo reticular oral del puente y núcleo reticular caudal del puente.
En la porción rostral del tegmento pontino encontramos dorsales al núcleo reticular oral del
puente, entre otras estructuras, el locus coeruleus (agrupación irregular de células
pigmentadas próxima a la sustancia gris periventricular de la parte superior del suelo del
cuarto ventrículo) ocupado fundamentalmente por células noradrenérgicas que también se
encuentran en los núcleos próximos subcoeruleus, coeruleus a y peri-coeruleus a. En los
dos últimos mezcladas en su parte anterior con células colinérgicas que se extienden dorsal y
rostralmente a los núcleos laterodorsal tegmental y pedúnculopontino. Ocupando la línea
media a este nivel rostral del tegmento pontino se encuentran los núcleos central superior y
dorsal del rafe ocupados principalmente por células serotoninérgicas. que se encuentran
también lateralmente en otras formaciones del tegmento pontino.
Recordemos que el término de formación reticular hace referencia esencialmente a
regiones centrales del tegmento del tronco del encéfalo, caracterizadas en su visuulizaeián
mediante técnicas de mielina por una compleja red de fibras (que se disponen en distintas
orientaciones entrecruzándose unas con otras) entre las que se encuentran embebidas
agrupaciones heterogéneas de células dispersas de variados tipos y tamaños. Con respecto a
las funciones que desempeña, desde los trabajos de Ramón y Cajal, (1904.1909). fue
considerado como un sistema de asociación sensitivo motora. Posteriores experimentos de
Magoun (1944) demostraron las funciones motoras de la formación reticular, y más taalc
Moruzzi y Magoun (1949) describieron desde la misma impulsos ascendentes que
provocaban la reacción de despertar. Sucesivos estudios citoarquitectónicos y de otros tipos
permitieron, primero, independizar determinadas agrupaciones celulares dentro de la
formación reticular, (si bien en modo alguno independientes dada la innumerable cantidad cié
fibras de conexión interna), para posteriormente describir sus diferentes conexiones aferentes
y eferentes y, consecuentemente, sus diferentes funciones.
En el estudio realizado por Meessen y Olszewski (1949) en tronco del encélalo de conejo
(posteriormente también en humanos, Olszewski y Baxter, 1954), fue caracterizada por vez
primera el núcleo reticular oral del puente, si bien la primera descripción citoarquitectónica en
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gato se debe a Taber (1961) que le llamó nucleus pontis centralis oralis. El núcleo reticular
oral del puente se extiende rostrocaudalmente desde la decusación del brachium
conjunctivum hasta un nivel rostral del núcleo motor del trigémino, mientras que el caudal
ocupa la región tegmental pontina situada entre este nivel y un nivel medio del núcleo
praepositus hypoglossi: caudalmente se continúa con el núcleo reticular gigantocelular del
bulbo raquídeo.
4. La porción ventral del núcleo reticular oral del puente (vRPO)
es una estructura clave de la red neuronal responsable de la
generación y mantenimiento del sueño REM
Por medio de lesiones, estimulación eléctrica y química y registro de unidades de han
podido identificar en el tronco del encéfalo las estructuras que son responsables de los
diferentes eventos que caracterizan el sueño REM: atonía, activación del
electroencefalograma (EEG), movimientos rápidos de los ojos, y PGOs (Jouvet. 1979:
Jones, 1990; Steriade y McCarley, 1990; Reinoso-Suárez, 1998). Estas estructuras pueden
resumirse diciendo que de la atonía son responsables el tegmento pontino dorsolateral y el
núcleo reticular bulbar magnocelular; de la activación del EEG el núcleo pedunculopontino y
la formación reticular pontomesencefálica; de las PGOs las neuronas colinérgieas
mesopontinas; y de los movimientos rápidos de los ojos la formación reticular mediopontina.
el núcleo paraabducens y el núcleo praepositus hypoglossi (para más detalles ver Reinoso-
Suárez, 1998; Reinoso-Suárez y col., 1999, 2001). Sin embargo quedaba por demostrar qué
estructura era la responsable de que todas estas manifestaciones se dieran simultánea y
armónicamente como ocurre en el sueño REM.
Roussel (1967), Roussel y col. (1967) y Jouvet (1972) mediante estudios de lesión
efectuadas en locus coeruleus que provocaban una casi completa ausencia de sueño REM.
consideraron este núcleo como el responsable de esta fase del sueño. Sin embargo estudios
de Jones y col. (1977) mostraron que lesiones pequeñas localizadas en el locus avruleus
tenían poco efecto en el sueño REM, que reaparecía en 48 horas después de la lesión y
recuperaba sus niveles normales en dos semanas (por ello los autores deducen que estas
neuronas no son necesarias para el mismo, aunque podrían estar implicadas en la modulación
de su actividad fásica). También los experimentos de De Andrés y col. (1985) mostraron que
la lesión selectiva del locus coeruleus a y peri-locus coeruieus a dan lugar a un aumento del
sueño REM. Igualmente la estimulación eléctrica del área del locus coeruleus induce vigilia.
pero no un incremento significativo en el sueño REM (Frederickson y Hobson. 1970).
La zona del tegmento responsable del sueño REM fue identificada (mediante la inyección
del agonista colinérgico carbacol) por diversos autores (Vanni-Mercier y col.. 1989:
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Quattrochi y col., 1989 y Yamamoto y col., 1990) como ubicada dorsolateralmente en el
tegmento pontino oral, concretamente en el locus coeruleus a y peri-locus coeruleus a de
Sakai (1988). Sin embargo, un trabajo de George y col.. 1964, demostraba que era la
estimulación muscarínica del núcleo pontino reticular oral provocaba atonía y las demás
manifestaciones del sueño REM, incluso desde un estado original de vigilia en el animal, un
cuadro que revertía mediante la administración de fármacos anticolinérgicos. La estimulación
eléctrica del tegmento pontino provocaba una disminución en la latencia de sueño REM y un
incremento en el tiempo total de sueño REM (Frederickson y Hobson. 1970). Otra serie de
estudios ponían en duda que fuera la región dorsolateral del tegmento pontino oral la
inductora de sueño REM: Jones (1979) indicaba que era la lesión en la zona adyacente del
área gigantocelular tegmental pontina la que provocaba la eliminación completa del sueño
REM; inyecciones de agonistas colinérgicos en el locus coeruleus y subcoeruleus no
producían un verdadero sueño REM, sino algunas de sus manifestaciones con presencia de
vigilia (Mitler y Dement, 1974; Van Dongen y col., 1978; Hayes y col.. 1984 y Katayama y
col., 1984); y otros experimentos demostraban que mientras las lesiones en la porción
ventral del núcleo reticular oral del puente (vRPO) provocaban un significativo descenso en
el sueño REM (Gutiérrez-Rivas y col., 1978 y De Andrés y col.. 1985) las lesiones
dorsolaterales en el área del complejo del locus coeruleus producían aumento del mismo (De
Andrés y col., 1985).
Todo ello indujo al grupo de investigaciones del sueño del Departamento de Morfología
de la Universidad Autónoma de Madrid a hacer un estudio minucioso de la respuesta de todo
el tegmento pontino oral y caudal a la estimulación colinérgica. Para poder precisar el lugar
de la inyección localizaron sólo un sitio en cada hemisferio de cada animal, inyectaron
cantidades muy pequeñas (20nl) en cada caso y en la mayor parte de los animales en la última
microinyección inyectaron junto con el agente colinérgico una solución de peroxidasa que
permitió además de precisar el lugar de la inyección el estudio de sus conexiones. Así
pudieron demostrar que son sólo las microinyecciones localizadas en la parte ventral del
núcleo reticular oral del puente (vRPO) las que, independientemente de la dosis utilizada.
producen, con corta latencia, un dramático y prolongado incremento en el sueño REM con
todas sus manifestaciones bioeléctricas y comportamentales (Rodrigo-Ángulo y col.. 1989:
Reinoso-Suárez y col., 1990 y 1994, y Garzón y col., 1998), y que la actividad eléctrica
neocortical y del hipocampo de este sueño REM es similar a la producida durante el sueño
REM fisiológico (Garzón y col., 1997). Estudios posteriores de registros unitarios,
conexiones, estimulación eléctrica y química permiten afirmar que el vRPO es el lugar nodal,
que actúa a manera de un director de orquesta de la extensa red neuronal que genera
armónicamente y mantiene el sueño REM (Reinoso-Suárez. 1998; Reinoso-Suárez y col..
1999, 2001).
Figura 1, Representación de la localización de los núcleos cuyas eonevione*» hem<^
estudiado, vRPO y RMc, dentro de la formación reticular del tronco del encélalo en {••<••
dibujo de un corte sagital esquemático del mismo a 2mm de la línea media.
\mm O
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El vRPO (Fig. i) se encuentra en el gato entre las coordenadas, de acuerdo con el aÉm de
Reinoso-Suárez (1961): ánteroposteríor de 0,5 a -3,5 mm; lateral de 0.5 a 3.5 y vertical de
3,5 a 5,0 mm (Garzón y col., 1998; Reinoso-Suárez y col, 1999. 2001). Tiene conexiones
recíprocas (Reinoso-Suárez y col., 1994) con las estructuras nerviosas que juegan un papel
esencial en la organización de las otras fases del ciclo vigilia-sueño: vigilia, sueño ligero y
sueño de ondas lentas; estas conexiones establecen el sustrato anatómico necesario para la
interacción entre estas estructuras y organizar secuencialmente las diferentes fases del ciclo.
El vRPO también establece conexiones recíprocas con cada uno de los núcleos responsables
de las distintas manifestaciones del sueño REM: activación del EEG. atonía, movimientos
oculares rápidos y PGOs, lo que le permite estimular simultáneamente todas estas
formaciones para una armónica manifestación del sueño REM (Fig. 2) (Reinoso-Suárez y
col., 1994, 1999, 2001; Reinoso-Suárez, 1998; De la Roza y Reinoso-Suárez. 2000).
5. El núcleo reticular magnocelular del bulbo raquídeo (RMc)
estructura fundamental del control de la atonía producida durante
el sueño REM
Una de tas características del sueño es la disminución de la actividad muscular, que se
convierte en atonía de músculos flexores y extensores (parálisis flácida no recíproca).
durante el sueño REM, como uno de sus rasgos esenciales e identificatorios. Afonía que >e
mantiene tónicamente durante todo el sueño REM, si bien a intervalos, que normalmente
coinciden con los movimientos oculares rápidos, existen breves espasmos musculares de
carácter fásico que suelen producirse generalmente en músculos periféricos como los dedos o
la cara. Durante esta fase, sólo los músculos respiratorios, oculares y del oído medio
permanencen activos.
La pérdida del tono muscular y de los reflejos durante el sueño fue descrito por primera
vez por Rosenbach (1881) y por Lombard (1888), citados por Parkes. 1985. Durante el
sueño REM se le atribuye una función protectora, debido a la alta actividad que presenta el
córtex cerebral (incluyendo la corteza motora) durante esta fase del sueño por lo que es
necesaria esta inhibición del brazo ejecutor final del movimiento con objeto de evitar, por
ejemplo, la representación motora de los ensueños, recordemos que especialmente
elaborados durante esta fase.
Eñ estudios experimentales se vio que la parálisis que ocurre durante el sueño REM puede
ser selectivamente eliminada mediante lesiones dorsales en el tegmento pontino, (Jouvei ct
Delorme. 1965; Jones y coi., 1977; Sakai. 1980; Hendricks y col.. 1982). y también
mediante lesiones en bulbo medial (concretamente en RMc, Schenkel y SiegeL I9K9).
Hendricks y col., en 1982 y Morrison, en 1988, demostraron que los patrones de conducía
Figura 2. Representación de la orquesta neuronal responsable de las manifestaciones
bioeléctricas que definen el sueño REM: atonía, PGOs, activación del EEG y movimientos
oculares rápidos. El director de esa orquesta neuronal es el vRPO, que está conectado
bidireccionalmente con las estructuras directamente responsables de las mismas (en negrita
en la figura). El núcleo reticular bulbar magnocelular (en rojo) es el último responsable




























notora producidos durante el sueño REM sin atonía dependen de la extensión y del lugar
;xacto del tronco del encéfalo en que se efectúen las lesiones, existiendo por tanto diferentes
íonas que pueden provocar este estado. También en humanos se ha demostrado que cuando
[as estructuras inhibidoras del tono fallan, el individuo se mueve acorde con la actividad de la
:orteza motora (Schenk y coL, 1987).
El primero en otorgar una función motora a las neuronas reticulares, como se ha indicado
previamente, fue Magoun (1944), y lo que le llevó a investigar esta posibilidad fue el hecho
ie que los hallazgos patológicos en la poliomielitis no estaban tanto en los núcleos morores
:omo en la parte baja del tronco del encéfalo. La estimulación eléctrica en esta zona llevó a
identificar su papel en la regulación de la actividad de neuronas motoras no sólo de los pares
craneales sino también a nivel de médula espinal (Magoun. 1944). Esto condujo a la
posterior descripción de un área inhibidora bulbar (Magoun v Rhines, 1946). localizada en la
porción ventromedial de la formación reticular bulbar, cuya estimulación eléctrica
desencadenaba una inhibición bilateral de cualquier actividad motora en gatos anestesiados o
descerebrados. Existe una correspondencia entre este área inhibidora bulbar y zonas de bulbo
origen de fibras retículoespinales identificadas posteriormente por Torvik y Brodai (1957).
Estudios más recientes (Sakai, 1980; Sakai y col., 1981: Lai y Siegel. 1988: Schenke! y
Siegel, 1989) volvieron a atribuir a esta zona, incluyendo importantemente al RMc. un papel
esencial en el control de la ausencia de actividad motora que se produce durante el sueño
REM.
Este núcleo recibe conexiones desde la protuberancia, como se describirá a continuación,
de modo que la regulación descendente de la actividad motora incluye una transmisión
excitadora previa hasta esta zona de la formación reticular bulbar medial. El trayecto que
seguiría la vía descendente de inhibición motora desde bulbo hacia médula espinal serta por
la porción ventrolateral de ésta (Jankowska y col.. Í968). Van Gehuchten (1903) ya
evidenció conexiones desde formación reticular bulbar a médula espinal en conejo mediante
técnicas de degeneración retrógrada. Posteriores experimentos de Pitts (1940) y de Torvik y
Brodai (1957) vinieron a confirmar estos resultados. En las representaciones do corles
transversales de tronco del encéfalo de gato mostrando las células que habían degenerado
retrógradamente después de hemisecciones medulares a nivel cervical, se ve claramente ta
importante afectación del núcleo reticular magnocelular del bulbo raquídeo, de forma bilateral
pero principalmente ipsilateral a la lesión. También es de destacar que en este trabajo se
describen en este núcleo neuronas degeneradas tanto gigantes como otras de tamaños más
pequeños. El trayecto que siguen en médula espinal los axones retículoespinales originados
en bulbo forman un tracto lateral en el funículo ventrolateral ipsilaíeral y en menor extensión
contralateral, a diferencia de los que se originan directamente desde puente, que forman un
tracto medial en el funículo ventromediaí ipsilateral. Pitts (1940), Bodian (1946) y Torvik y
Brodai (1957) establecieron que sólo cuando se afectaba el funículo ventrolateral de la
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médula espinal existía una importante degeneración retrógrada en la formación reticular
bulbar. Bodian (1946) y Torvik y Brodal (1957) determinaron también en estos
experimentos el nivel más caudal de las hemisecciones espinales que producían cambios
retrógrados en la formación reticular, concluyendo que las fibras retículoespinales no
alcanzaban segmentos lumbares, si bien hay que tener en cuenta la baja sensibilidad de la
técnica de degeneración retrógrada.
La atonía que se registra en el electromiograma durante esta fase se debe principalmente a
una hiperpolarización de las motoneuronas espinales extensoras y flexoras (Fung y col..
1982; Chase y Morales, 1983 y Chase y col., 1986) inducida por fenómenos de inhibición
postsináptica (Llinas y Terzuolo, 1964 y 1965, y Chase y col.. 1986). inducida por una
activación tónica de un mecanismo inhibitorio bulboespinal (Pompeiano. 1975).
La regulación de la atonía a través de la proyección descendente desde RMc hacia
motoneuronas de la médula espinal es extraordinariamente precisa. No podemos en absoluto
descartar, además, que algunos de estos impulsos pudieran estar interreiacionados con otras
vías descendentes como son las del control respiratorio, ni la posibilidad (Rossi y Zunchen i,
1957) de que las proyecciones desde el área bulbar inhibidora hacia las motoneuronas de
médula espinal desencadenen en ésta patrones de actividad altamente organizados de un
modo relativamente independiente.
6. vRPO y atonía
Con respecto al importante papel que también juega la porción ventral del núcleo reticular
oral del puente en el control de la atonía, hemos de recordar los experimentos de Hendricks y
col. (1982), y de Morrison (1988) en los que si bien lesiones en la región dorsolateral del
tegmento pontino rostral oral provocaban en gatos la aparición de sueño REM sin atonía,
para que se desencadenaran fenómenos complejos de actividad motora durante esta fase eran
necesarias lesiones más extensas hacia porciones protuberaneiales situadas mus
ventralmente. En el trabajo de Jones (1979) tras lesiones en el campo gigantocelular
tegmento pontino, (que incluye la porción ventral del núcleo reticular oral del puente y no el
tegmento pontino dorsolateral), se evidenciaba también una consecuente ausencia de la atonía
muscular típica del sueño REM. Se demostró que se produce atonía durante el sueño REM
tras estimulación eléctrica del RPO (Fung y col. 1982). también se produce atonía en el galo
descerebrado tras el mismo tipo de estimulación en la zona (Lai y Siegcl. 1990). y la
estimulación química con carbacol del RPO induce igualmente atonía (Takakusaki y col..
1993).
Además en esta zona existen células que se despolarizan por acción del glutamato (Núñe/
y col., 1998), y es posible igualmente inducir atonía tras estimulación glutamatcrgien del
vRPO (Garzón y col, 1996), de modo que en el vRPO existen neuronas con receptores
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glutamatérgicos y colinérgicos que pueden inducir la atonía del sueño REM. Sin embargo.
mientras que inyecciones de carbacol en la formación reticular buíbar no inducen atonía
(Baghdoyan y col., 1984; Takakusaki y col., 1993), la inyección de glutamato en RMc (Lai
y Siegel, 1988) silo hace, y se ha demostrado un aumento de la liberación de glutamato en
RMc durante el sueño REM (Kodama y col., 1998) así como las proyecciones a RMc desdo
células glutamatérgicas del vRPO (Lai y col., 1999). Estos datos inducen a pensar que serían
neuronas glutamatérgicas del vRPO las que proyectando a RMc producen la atonía típica del
sueño REM (Kodama y col., 1998 y Lai y col., 1999), si bien podrían existir distintos
mecanismos.
A ésto hay que añadir que en la mayoría de las neuronas del tronco del encéfalo pueden
colocalizarse dos o más neurotransmisores (normalmente un péptido). y se desconoce si su
mecanismo de actuación podría ser competitivo o sinérgico.
Hemos de recordar que también existen vías de conexión directa desde el tegmento
pontino ventral oral hasta la médula espinal, (de modo que la influencia pontina en la
actividad motora se produciría por una vía directa además de por la vía indirecta.
polisináptica, anteriormente descrita), como fue mostrado en diversos trabajos de estudio de
conexiones con técnicas de degeneración para el trazado de vías (Papez. 1926: Torvik y
Brodal, 1957). En estos trabajos se describía una conexión básicamente ipsilateral. que
incluía tanto a neuronas gigantes como a otras de inferiores tamaños también en esta zona, y
que procedía desde las porciones más caudales de este núcleo. Estudios más recientes
efectuados con trazadores también muestran este tipo de conexión (Tohyama y col.. 11>7LÍ:
Matsuyama y col., 1997, 1999). Sin embargo esta conexión directa parece regular el tono de
las extremidades en los movimientos complejos de estas (Morí, 1987: Mori y col.. \lN2:
Takakusaki y col. 1993; Matsuyama y Drew, 1997: Matsuyama y col.. 1997). Existe a su
vez también conexión bilateral desde médula espinal hasta el núcleo reticular oral pontino.
como muestra el trabajo de Rossi y Brodal. f 956b.
7. Conexiones entre vRPO y RMc
Las conexiones entre vRPO y RMc han sido establecidas mediante métodos de trazado de
vías (primeramente por sistemas de degeneración y posteriormente con técnicas de transpone
axonal de trazadores, Sakai y col., 1979 y 1981; Luppi y col. 1988; Matsuyama y col..
1993; Reinoso-Suárez y col., 1994 y Lai y col.. 1999) y mediante procedimientos
electrofisiológicos. Todos estos trabajos señalan una estrecha conexión entre estas
estructuras, pero no entran en la valoración específica del tipo de neuronas del vRPO que
proyectan al RMc y de la forma de terminación de las fibras procedentes del RMc sobre las
neuronas del vRPO. Sin embargo, esta valoración es imprescindible para el conocimiento en
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profundidad de los mecanismos fisiológicos de la atonía durante el sueño REM y de !a
fisiopatología de las alteraciones del tono en el ciclo vigilia-sueño. Este estudio solamente
puede hacerse a nivel de microscopía electrónica y es el objetivo fundamental de esta tesi>
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
Planteamiento
Las descripciones que existen en la literatura, efectuadas a nivel de microscopía óptica,
acerca de los modos de terminación de las fibras aferentes a formación reticular sólo nos dan
idea de la extraordinaria complejidad de las mismas. Ramón y Cajal (1909) señaló: i. las
neuronas de la formación reticular reciben terminales tanto sobre soma como sobre dendritas:
ii. existen terminales de tipo en passant y botones terminales; iii. existen botones terminales
con aspecto de grandes masas tortuosas; iv. la disposición de las terminales depende de la
orientación de las neuronas sobre las que se encuentra y del intersticio próximo, pero
generalmente existen dos direcciones dominantes, una transversal a la formación reticular
blanca y otra ánteroposterior en la formación reticular gris; v. los diferentes tipos de
neuronas reciben diferente número de terminales, siendo las que menos reciben las más
pequeñas. Scheibel y col. (1955) muestran: i. la complejidad de aferentes en las células de la
formación reticular estudiadas por el método de Golgi; ii. la existencia de patrones diversos
de convergencia de aferentes; iii. mientras algunos sistemas aferentes ejercen conexiones
muy extensas con unidades de la formación reticular, las de otros sistemas aferentes por el
contrario son escasas. En el trabajo de 1958, Scheibel y Scheibel señalan: i. la mayor parte
de las arborizaciones dendríticas son perpendiculares al eje mayor del tronco del encéfalo: i i.
la no aparición de células tipo II de Golgi con axones coitos: la mayoría de los axones
reticulares parecen proyectar a largas distancias arriba o abajo en el tronco del encéfalo, con
un gran número de éstas con colaterales frecuentes; iii. la dispersión retículo-reticular, que se
debe no solamente a la existencia de colaterales axónicas, sino también a la bifurcación
terminal de la fibra cuando alcanza su nivel último, pudiendo de este modo activar un
determinado número de células en paralelo, pudiendo por tanto establecerse circuitos
altamente complejos. En el trabajo de Rossi y Brodal (1956a) efectuado con métodos de
plata, se muestra la gran variabilidad en tamaños y formas de los botones terminales que
rodean a las neuronas reticulares, y Rossi y Zanchetti (1957) ya plantean el interés de una
investigación que intente relacionar la morfología de las terminales nerviosas con su origen
y, de este modo, con su posible significación funcional, y también para permitir la
caracterización de las sinapsis en las diferentes zonas reticulares, así como un análisis
detallado del patrón de terminación de las fibras aferentes.
De Robertis, en 1955, estudió ultraestructuralmente la formación reticular, y destacó la
posible importancia de relaciones mediante "contactos íntimos" entre fibras nerviosas.
aunque no llegaran a mostrar entre ellas verdaderas sinapsis. Sin embargo, no se había hecho
ningún trabajo de microscopía electrónica sistemático sobre la formación reticular del tronco
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del encéfalo, como ha ocurrido con otras regiones del sistema nervioso central, hasta el
efectuado por De la Roza y Reinoso-Suárez (1997, 1998, 2000) sobre la organización
sináptica de las terminales axónicas en el vRPO, Este trabajo es un estudio ultraestructural
cuantitativo donde se clasifican las terminales sinápticas del vRPO en seis tipos y se
determina su distribución sobre el soma y las dendritas de las neuronas de esta región. Los
autores concluyen que las neuronas del vRPO muestran, entre sí. una amplia variabilidad
respecto a sus características ultraestmcturales y que ello podría explicar la participación de
diferentes neuronas en redes neuronales relacionadas con distintas funciones del vRPO. Por
ello, creen necesario relacionar los diferentes tipos de neuronas con los impulsos sindpticos
que reciben y con el órgano diana al que proyectan, de esta forma se podría saber si las
neuronas implicadas en una función concreta tienen unas características ultraestructurales
específicas, que las diferencian del resto de neuronas de este núcleo.
Este estudio es el primer intento de ese objetivo. Como hemos visto (Fig. 2) el \RPO
debe, a través de sus proyecciones sobre las estructuras responsables de las diferentes
manifestaciones que caracterizan el sueño REM, conseguir la armónica inducción del mismo.
El RMc es la estructura principal responsable de la atonía del sueño REM. Nuestra hipótesis
es la siguiente, para avanzar en el conocimiento de las bases morfológicas que fundamentan
las relaciones entre vRPO y RMc tiene un gran interés investigar: el tipo de neuronas del
vRPO que proyectan al RMc y el número de terminales nerviosas que reciben, las
características ultraestructurales y la distribución de las terminales procedentes del RMc sobre
las neuronas del vRPO y la organización de dichas terminales dentro de los circuitos
sinápticos del vRPO.
Existen patologías en que podría existir alteración de estas relaciones; la narcolepsia y
trastorno de conducta durante el sueño REM (Schenk y col.. 1987: Siegel y col.. 1991 y Lai
y col., 1999), en las que existe una disociación entre la génesis del sueño REM y de la atonía
que se produce durante el mismo. En el caso de la narcolepsia existirían dos manifestaciones
clínicas (la cataplejia y la parálisis del sueño) en las que aparece atonía sin sueño REM. y que
podrían tener una causa común en aquellas neuronas del tronco del encéfalo responsables de
la inhibición descendente masiva de las neuronas motoras que se produce durante el sueño
REM (Czeisler y Richardson, 1998). En el trastorno de conducta durante el sueño REM
aparecería esta etapa del ciclo vigilia-sueño pero en ausencia de atonía. Este estudio
ultraestructural de las conexiones recíprocas establecidas entre vRPO y RMc podría ayudar a




Los objetivos que nos propusimos al realizar esta Tesis Doctoral fueron los siguientes:
1.Estudiar las características ultraestructurales de las neuronas del vRPO que proyectan al
RMc y el número de terminales nerviosas que reciben en los cortes estudiados. En algunas
de las neuronas estudiadas, se analizarán con detalle las conexiones sinápticas establecidas en
distintos planos de corte.
2.Conocer la distribución de las terminales procedentes del RMc sobre las neuronas del
vRPO y analizar las relaciones sinápticas establecidas con estas neuronas y con el neuropilo.
3.1nvestigar si hay relaciones recíprocas entre las neuronas del RMc que proyectan id
vRPO y las neuronas del vRPO que proyectan al RMc.
4.Realizar un estudio cuantitativo sobre las características ultraestructurales de ambos
tipos de terminales, las procedentes del RMc y las de origen diverso localizadas sobre las
neuronas del vRPO que proyectan al RMc.
S.Mediante un estudio estadístico comparativo, determinar los factores que pueden influir
en las características ultraestructurales de ambos tipos de terminales nerviosas.
III
Material y Métodos
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MATERIAL
1. Casuística
En la realización de esta tesis se han utilizado nueve gatos adultos, de ambos sexos, con
pesos comprendidos entre 2,5 y 4,5 Kg. Todos los experimentos se realizaron conforme a.
las normas internacionales de uso de animales en investigación.
2. Trazadores
Para poder establecer las conexiones entre ambos núcleos de interés hemos utilizado
técnicas de transporte axonal, cuyo fundamento radica en la cualidad de determinadas
substancias de ser captadas por los somas y/o las terminales axónicas de la zona en que se
realiza el depósito de su inyección, de ser transportadas axonalmente y de poder ser
posteriormente visualizadas mediante determinados procedimientos, en aquellas regiones
anatómicas que reciben proyección de esos somas neuronales y/o que son origen de las
fibras terminales que captaron la substancia inyectada.
En nuestros casos hemos utilizado los siguientes trazadores
2.1. Dextranoamina biotinilado (BDA)
Es un conjugado de la vitamina de bajo peso molecular biotina y de una dextranoamina
con diferentes pesos moleculares. El dextrano biotinilado. que desde hace unos años se ha
empezado a utilizar para el trazado de conexiones (Veenman y col.. 1992). tiene un excelente
transporte axonal inyectado por presión no sólo anterógrado (somatofugo) sino también
retrógrado (centrípeto) (Rajakumar y col., 1993); este mareaje retrógrado aparece en lodo el
árbol dendrítico y permite su visualización a nivel de microscopía óptica y electrónica. Es
incorporado por la célula por un mecanismo no totalmente conocido y transportado de forma
no compartimentalizada fundamentalmente en sentido anterógrado. El trazador permanece
inalterado intracelularmente durante largos períodos de tiempo, y el revelado se efectúa con
técnicas sencillas.
En nuestros casos se ha conseguido un tamaño de inyección adecuado y un efectivo
transporte entre los núcleos de interés en sentido retrógrado y anterógrado realizando
depósitos de 100-175 nanolitros de BDA con peso molecular 10000 (Molecular Probos) en
solución al 10% en tampón fosfato 0,lM de pH 7,4 (PB). inyectados por presión mediante
jeringa Hamilton, y con supervivencias de 10 u 11 días.
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La imagen en el microscopio electrónico tras el revelado de BDA. es la de un precipitado
amorfo, electrónicamente denso, adherido a las membranas y homogéneamente distribuido
por todo el citoplasma, marcando axones terminales, soma y árbol dendritico hasta dendritas
distales.
2.2. Peroxidasa de rabanilla
La peroxidasa de rabanilla (horseradish peroxidase o HRP). es una glicohemoproteína
vegetal con peso molecular aproximado de 40000 y que posee actividad enztmática. fue
descrita por primera vez en 1855, y ha sido utilizada desde los años 70 (Kristensson y
Olsson, 1971) como trazador neuronal, al conocerse su propiedad de ser captada por la
célula mediante un mecanismo de endocitosis, de ser transportada en la misma a través del
sistema axonal de forma principalmente retrógrada y conseguirse sistemas adecuados para
detectarla. Su unión covalente con una lectina, la aglutinina de germen de trigo (wheat gerni
agglutinin o WGA), que posee una mayor afinidad por la membrana neuronal. potencia su
captación y transporte, tanto anterógrado como retrógrado, permitiendo de este modo una
mejor visualización de las conexiones (Mesulam, 1982).
En nuestros estudios de conexiones, intentando minimizar la afinidad diferente de ciertns
vías por el conjugado HRP-WGA, se ha utilizado una mezcla de HRP libre (solución al 30rf
en suero salino estéril) y HRP conjugada a la aglutinina (solución de HRP-WGA al 5cc en
suero salino estéril), ambas de Sigma Chemical Co. Debido a que este trazador difunde
ampliamente en el tejido y a que utilizamos también la combinación HRP-WGA que mejora
la captación, se hacen depósitos de menor volumen que con los oíros trazadores. Por otro
lado el HRP sufre una rápida degradación intracelular, principalmente por lisosomus. por lo
que en nuestro caso hemos realizado pequeñas inyecciones de 25 nanolitros de HRP-WGA
para evitar la excesiva difusión del trazador, y hemos evitado supervivencias de más de 48
horas para eludir la digestión lisosomal del HRP y la pérdida de su actividad enzimátiea. Con
supervivencias de 48 horas la peroxidasa se encuentra en las zonas de proyección y existe
una acumulación suficiente de la misma en las neuronas marcadas.
Su imagen observada en el microscopio electrónico varía según el sistema de revelado.
Visualizado siguiendo el protocolo descrito a continuación, el precipitado producido aparece
como agregados irregulares electrónicamente densos, distribuidos heterogéneamente por oí
citoplasma del soma y de las dendritas proximales. Además, a pesar de la corta supervivencia
del animal, debido a la rápida degradación que sufre el HRP. aparecen también numerosos
orgánulos intracitoplasmáticos, principalmente lisosomas. en cuyo interior se observa el
producto denso de la reacción.
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2.3. Toxina colérica
La toxina colérica, especialmente su subunidad B, ha sido también utilizada como trazador
retrógrado. Es transportada en este sentido por el flujo axonal centrípeto desde su captación
probablemente por unos receptores específicos de membrana, y permanece inalterada en el
soma neuronal durante largo tiempo.
En nuestros casos empleamos la subunidad B de toxina colérica (CTb) conjugada con
biotina con el objetivo de evitar un largo proceso de inmunohistoquímica que pudiera
deteriorar la calidad de la imagen en el microscopio electrónico, dado que la histoquímica
para localizar la peroxidasa preserva mejor la ultraestructura que la inmunohistoquímica para
localizar la CTb. La utilizamos en una solución al 2% en PB e inyectamos distintos
volúmenes (40 y 500 nanolitros) con una supervivencia de 24 horas.
3. Áreas bulbares inyectadas
A continuación se muestra la tabla con la relación de gatos estudiados, indicando con una























































































La exigencia de nuestro planteamiento nos ha obligado a rechazar los dos casos de
inyección de toxina colérica biotinilada debido a un inadecuado revelado del trazador y los
casos G1160, G1216y G1222 debido a que la inyección no se localizó de fomm precisa en
RMc,
En el estudio estadístico y microscopía electrónica cuantitativa se ha procedido a analizar
los tres gatos con inyección del trazador más precisa: G1155. Gl 191 y G1197. El galo
G1185, cuya inyección se localizó principalmente en núcleo gigantocelular sólo ha sido
utilizado para proporcionar algunos aspectos descriptivos adicionales.




En los casos en que el trazador precisa de un mayor tiempo de supervivencia para su
efectivo transporte, ésto es, en los casos de inyección de BDA, con una supervivencia de 10-
11 días, se cuidó de una forma especial las condiciones de asepsia en las intervenciones
quirúrgicas. Estas consistieron en la esterilización 24 horas antes de la cirugía del material
quirúrgico en autoclave (1 hora a 115°C, presión de 1 atmósfera), horno Pasteur (1 hora, a
120°C) o vapores de alcohol isopropílico con glutaraldehído al 16%, dependiendo del tipo de
instrumental.
Al animal se le mantiene en ayunas durante las 12-18 horas previas a la intervención con
objeto de evitar posibles complicaciones durante la anestesia.
La anestesia general es inducida mediante administración intraperitoneal de 1 cc/kg de
Pentobarbital sódico al 20% (Dolethal®, 33 mgr/ml). Posteriormente, para evitar la
acumulación de secreciones respiratorias, se le inyectan intramuscularmente 0,5ec de
atropina (B.Braun Medical S.A.). En los casos en que es necesario, la anestesia es
mantenida durante la intervención con dosis adicionales.
Una vez anestesiado, se procede al rasurado de la cabeza y colocación en mesa operatoria
en decúbito prono con la cabeza fijada en aparato estereotáxieo (David Kopfó). Se procede a
la aplicación de una pomada oftálmica para evitar el daño corneal por desecación y a la
inyección intramuscular de 250 mg de cloxacilina (Orbenín®. Beecham). como profilaxis
antibiótica. En los casos de supervivencias de 10-12 días se administraron también 500mg de
cloxacilina en el día previo a la intervención.
Tras desinfección de la cabeza con Povidona yodada (Betadine Quirúrgico,?) se croa el
campo operatorio con paños estériles dejando descubierta exclusivamente la región por
donde entrará la jeringa.
2. Intervención quirúrgica
2.1. Exposición del cerebro
Se realiza con bisturí una incisión cutánea y aponeurótica longitudinal medial, a la altura
craneal inferior posterior hasta nivel cervical superior alto. Alcanzada la calota. piel y tejido
celular subcutáneo se retraen y sujetan con mosquitos, y se procede a limpiar la zona ósea de
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entrada de la jeringa mediante gubia y periostotomo. Se marca lugar de punción y se perfora
hasta llegar a duramadre, que se rompe con aguja estéril.
Durante toda la cirugía se evita la desecación de tejidos aplicando gasas humedecidas con
suero salino estéril.
2.2. Inyección de los trazadores neuronales
Se realiza por presión, unilateralmente, con jeringa Hamilton (que se mantiene fija a un
cabezal del aparato estereotáxico) de 0,5 ó 1,0 microlitros de capacidad a la que se ha
recortado y afilado la punta con objeto de conseguir una mayor precisión en las medidas
estereotáxicas.
Las medidas estereotáxicas del RMc (Fig. 1) determinadas en atlas de encéfalo de gato de
Reinoso-Suárez (1961) son las siguientes: ánteroposterior, de -9,5 a -10 mm; vertical, entre
1,5 y 2,0 mm y lateral de 1,5 a 2 milímetros. Para eludir la tienda del cerebelo que en gatos
es ósea en la mayor parte de los casos efectuamos una entrada oblicua de la jeringa, con un
ángulo de 18°.
Con objeto de homogeneizar la solución el trazador es sonicado o centrifugado
previamente a su inyección por presión, que es efectuada con la siguiente secuencia: se
inyecta poco a poco, esperando un minuto tras cada pequeño volumen y de 3 a 5 minutos ;il
concluir la operación con la jeringa mantenida insitu, después de lo cual se retira lentamente
con objeto de que el trazador difunda de modo suave sin lesionar el tejido ni sobrepasar el
área deseada y evitar también el reflujo del trazador por el propio trayecto de inyección.
2.3. Finalización de la intervención y postoperatorio
Una vez inyectados los trazadores, se suturan los tejidos blandos en un solo plano con
seda 2/0, y se cubre por nebulización la herida quirúrgica con solución antiséptica {Veterín-
fenicol®)
Se inyectan otros 250mg de cloxacilina intramuscular tras la operación y en los casos de
supervivencia de 10-11 días se administra el antibiótico durante 3 días más valorando el
estado general del gato.
En el postoperatorio se cuida la rehidratación del animal y el mantenimiento de su
temperatura corporal. Todos los animales se alimentaron con normalidad antes de 24 horas
después de la operación.
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3. Período de supervivencia
El período de supervivencia ha de ser adecuado para el transporte del trazador en dosis
suficiente hasta su objetivo final sin llegar a sufrir fenómenos de degradación. De este modo.
nuestros tiempos idóneos de supervivencia fueron de 48 horas en el caso del HRP-WGA y
de 10 u 11 días en el caso del dextrano.
II. Perfusión del animal
Con objeto de reducir al mínimo el tiempo de anoxia que sufriría el tejido, y para
conseguir una mejor fijación del mismo, se decidió el paso del fijador mediante perfusión
transcardíaca, de modo que la llegada del mismo al sistema nervioso fuera a través del
sistema vascular. Así, una vez finalizado el tiempo de supervivencia, el animal es sacrificado
y perfundido según la pauta siguiente
Tras mantener al animal en ayunas durante las 12-18 horas previas, es anestesiado en
profundidad con una sobredosis de Pentobarbital sódico administrado intraperitonealmente
de modo similar al descrito para la intervención quirúrgica.
El acceso a la cavidad torácica se realizó por vía abdominal alta, de forma que una vez
comprobada la profundidad de la anestesia se procede a realizar una amplia incisión cutánea
abdómino-torácica que permita la apertura hasta llegar a peto esternocostal. que es
seccionado bilateralmente por la línea axilar anterior, y retraído para dejar expuesto el
corazón. El pericardio es resecado y se realiza una pequeña incisión en la pared del ventrículo
izquierdo, introduciendo rápidamente a través del mismo hasta la aorta ascendente una cánula
rígida conectada al sistema de perfusión. Una vez asegurado el extremo de la cánula en aortu
se fija su posición con una pinza. Por último se secciona ampliamente la aurícula derecha
para permitir la salida de los líquidos perfundidos. Se pinzó también la aorta descendente con
objeto de potenciar la llegada de las soluciones al sistema vascular cerebral, logrando de este
modo una perfusión más efectiva del encéfalo.
Para el estudio ultraestructural de los tejidos, en el cual éstos son observados con un gran
número de aumentos, es imprescindible una conservación óptima de la arquitectura y
composición tisular. En nuestro caso este hecho tenía que ser compatible con una adecuada
visualización del trazador. Para lograr este objetivo hemos infundido con una bomba de
perfusión de flujo variable las siguientes soluciones después de filtrarlas para evitar que
impurezas obstruyeran el árbol vascular: En primer lugar se perfimdió suero salino
fisiológico estéril a temperatura ambiente al que se ha añadido heparina (1 ce por cada 1 OOOec
de suero) para evitar la posible formación de coágulos sanguíneos. Se perfunden unos Sfitke
hasta que el sistema vascular es vaciado de su contenido hemático permitiendo la llegada a
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los tejidos de la solución fijadora. A continuación se pasó la solución fijadora a 4"C (recién
preparada y ajustada a un pH de 7,3-7,4 con ácido clorhídrico o hidróxido sódico.
compuesta por una mezcla de paraformaldehído (Panreac Química S.A.. PF) al 2 rr.
glutaraldehído (Merck, GA) al 1% y cloruro calcico (ChCa) del 0,5% ai 0.4% (0,029c) si el
trazador utilizado fue BDA y de PF al 2%, GA al 2,5% y ClzCa del 0.5% al 0,4% ¡0.02%).
diluidos en tampón fosfato O,1M, pH 7,4 (PB) en los casos en que la inyección fue de HRP-
WGA o toxina colérica. Se perfunden 3000cc a una velocidad que asegure el paso del fijador
durante un mínimo de 45 minutos. Seguidamente, en el caso de las inyecciones de HRP-
WGA, se inició crioprotección mediante perfusión de soluciones de sacarosa en PB.
III. Procesamiento del cerebro
1.Extracción del cerebro
Una vez finalizada la perfusión, se procede a la decapitación del animal, y se extirpan los
tejidos blandos y la bóveda craneal para finalmente realizar la apertura y separación de la
duramadre.
Una vez extraído el cerebro se seleccionan dos bloques: uno de ellos contiene el bulbo
raquídeo y por tanto el lugar de la inyección y el otro contiene la protuberancia que incluye la
porción ventral del núcleo reticular oral del puente (vRPO).
El bloque del lugar de la inyección se críoprotege por inmersión en soluciones crecientes
de sacarosa en PB al 10 y al 20% hasta que se hunde en las soluciones y posteriormente se
mantiene en sacarosa al 30% en PB a 4°C hasta ser cortado.
El bloque de protuberancia es seccionado inmediatamente de modo que un rápido
procesamiento permita la visualización en el microscopio electrónico con una óptima
conservación de la ultraestructura. Previamente al corte, se secciona oblicuamente uno de los
edículos inferiores de forma que sea posible con posterioridad orientar correctamente el
tejido.
2* Corte del cerebro
El bloque de cerebro correspondiente al vRPO. que va a ser estudiado a nivel de
microscopía electrónica, se corta con vibratomo (Lancer Vibratome. Series 1000. Peleo«
Electron Microscopy Supplies, Ted Pella Inc.) para conseguir una buena conservación de ta
ultraestructura. Se realizan cortes de 60-70um que se recogen de forma seriada en PB ¡para
posterior tinción de Nissl y se usarán para una correcta delimitación de las estructuras
anatómicas) y en PB con sacarosa al 10% para iniciar la crioprotección de los cortes en que
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se va a revelar el trazador tras congelación y descongelación rápida en nitrógeno líquido.
Estos cortes se pasan posteriormente a sacarosa al 20 y al 30% en PB. El paso por estas
soluciones hiperosmolares reduce la hidratación tisular, disminuyendo así la posibilidad de
formación de microcristales en la ulterior congelación del tejido.
La sección del bulbo, con el lugar de la inyección, se realiza en microtomo de congelación
(Leica SM 2400) que lleva acoplado un sistema de congelación del tejido, de forma que
gracias al mismo y con ayuda de nieve carbónica triturada, el tronco del encéfalo se mantiene
a -30°C, aproximadamente. Los cortes, de 50um, se realizan en el plano coronal, y se
recogen en PB a 4°C de forma ordenada y seriada: una primera serie para tinción de la
substancia de Nissl con objeto de delimitar de forma exacta los núcleos de interés, y una
segunda serie, con cortes consecutivos a la primera, para revelado del trazador. A medida
que se van realizando los cortes se hace un pequeño orificio con punzón en el lado
contralateral al área inyectada, con objeto de permitir la correcta posterior orientación de los
mismos.
Las series de vRPO y de RMc seleccionadas para la tinción de Nissl se montan en
portaobjetos gelatinizados.
3. Revelado de los trazadores neuronales
En las series de vRPO que van a ser observadas en el microscopio electrónico,
previamente al revelado en ocasiones se realiza una crioprotección adicional de tiempo
variable en una solución de baja molaridad (30% de sacarosa. 10% de glicerina en PB 0.01 M
a 4°C en agitación continua). A continuación, se someten a una congelación rápida en
nitrógeno líquido, con una descongelación subsiguiente y lavados repetidos en PB salino. El
objetivo de esta congelación es incrementar la permeabilidad de las membranas celulares para
facilitar el paso de los anticuerpos, ya que no se van a usar detergentes para evitar un mayor
daño del tejido)
Ambos sistemas referidos a continuación, para el revelado de los trazadores HRP y BDA.
utilizan la capacidad enzimática de la peroxidasa con el objetivo de obtener un producto de
reacción visible en el lugar en que existe la misma. Las reacciones químicas que se producen
son las siguientes, siendo "CHR" la substancia cromógena donante de hidrógenos que
finalmente cambia de color y precipita (símbolo 0), siendo DAB en el caso del
dextranoamina biotinilado y TMB para el revelado de la peroxidasa conjugada con aghuinina
de germen de trigo:
LHRP+H2O2 < > [HRP"H2O2]
2. [HRP"H2O2] + (CHR)H2 < > (CHR) 0 + HRP + H2O
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La peroxidasa cataliza la reacción de conversión del peróxido de hidrógeno en agua y
oxígeno; el oxígeno oxida el cromógeno, que poiimeriza y adquiere un color intenso. El
producto de la reacción coloreado precipita y pone de manifiesto la actividad de la HRP.
3.1. Revelado de BDA
Se realiza siguiendo el método descrito por Rajakumar y col.. 1993. con algunas
modificaciones. El fundamento de la reacción radica en utilizar la actividad enzimática de la
peroxidasa en combinación con la alta afinidad que la glicoproteína avidina tiene por la
vitamina de bajo peso molecular biotina, a la que se une con un enlace persistente, y para la
que cuenta con cuatro lugares de unión. Esta .écnica ofrece en consecuencia una alta
sensibilidad y fiabilidad.
Con objeto de conservar mejor la ultraestructura en los cortes de vRPO se realizan
pequeñas variaciones en el revelado respecto a los que van a ser estudiados en el microscopio
óptico. Así, los cortes son incubados en solución del complejo macromolecular avidina con
peroxidasa biotinilada (ABC-Vectastain Élite Kit, Vector Labs) al 1:100 ó 1:120 en PB salino
(para eliminar la posibilidad de interacciones iónicas no deseadas) en el caso de los cortes de
vRPO y de PB más 0,2% de tritón X-100 (t-octilfenoxipolietoxietanol, Sigma Chemical CcO
con objeto de favorecer la penetración transmembrana, en el caso del lugar de la inyección,
durante aproximadamente 48 horas en el primer caso y de alrededor de 24 horas en el
segundo.
Posteriormente se lavan los cortes y se procede a revelar la peroxidasa utilizando la 3.3 -
diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co.) como cromógeno y procediendo a una
intensificación con cloruro de cobalto y sulfato de níquel en el caso del lugar de la inyección.
Así, para revelar el lugar de inyección se realiza una preincubación (con objeto de
incrementar la penetración de la diaminobenzidina en el tejido) en DAB al 0,05^ en PB mas
cloruro de cobalto del 1% al 2,2% y sulfato de níquel del 1^ al t,9<7f y posterior incubación
durante 3-6 minutos en la misma solución más peróxido de hidrógeno al 0.003ct (no se
utilizó una concentración más alta de éste con objeto de no aumentar la reacción de fondo, lo
cual haría disminuir la especificidad). Mediante observación en microscopio óptico so
comprueba la adecuada relación mareaje específico-reacción de fondo y la reacción se detiene
con lavados repetidos en buffer a baja temperatura. Ei DAB en presencia de níquel y cobalto
produce en el tejido un precipitado de color gris-negro. La estabilidad del producto permite
su conservación en PB a 4°C hasta su montaje.
Para los cortes de vRPO se realiza una preincubación en DAB al O.O59r en TRIS (Tri/ina
Base y Trizma Hydrochloride, de Sigma Chemical Co., pH 7,6. 0.05M). e incubación
posterior durante aproximadamente 3 minutos en la misma solución más peróxido de
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hidrógeno al 07003%. Se para la reacción mediante lavados en el tampón utilizado
previamente a 4°C. En este caso, en el que se utiliza DAB en ausencia de ciertos cationes
bivalentes, el producto de la reacción adquiere un tono marrón.
Protocolo de revelado de BDA
1 .Lavados del tejido en el mismo tampón que va a ser utilizado durante este proceso
2.Incubación en una solución del complejo avidina-biotina-peroxidasa al 1:100 ó 1:120
en PB salino durante 48 horas a 4°C en agitación, si los cortes van a ser examinados en
el microscopio electrónico, o de PB más 0,2% de tritón durante 24 horas a 4*t
también en agitación, si el estudio se va a efectuar en el microscopio óptico.
3.Lavados en el mismo tampón (3x10 minutos). En los cortes para microscopía
electrónica se realizan posteriormente lavados (2x20 minutos) en TRIS. pH 7.6. 0.05M
4.Preincubación: 15 minutos en agitación, a temperatura ambiente, en DAB al 0.05% en
TRIS (secciones para ME) o en DAB al 0,05% en PB más CbCo del 1% al 2.2% >
NÍNH4SO4 del 1% al 1,9% en PB en las secciones para microscopía óptica.
5.Incubación durante 3-6 minutos en agitación continua, a temperatura ambiente, en las
soluciones respectivas anteriores más peróxido de hidrógeno al 0.003% (partiendo de
la solución comercial al 33%, diluyendo en agua destilada)
6.Se para la reacción con el tampón a 4°C
7.Lavados finales en el mismo tampón
3.2. Revelado de HRP-WGA
Se realiza mediante reacción histoquírnica, en la que se utiliza la propiedad enzimátiea de
la propia peroxidasa, la cual permite obtener un producto de reacción visible con una gran
sensibilidad. Básicamente la reacción consiste en incubar el tejido en una solución que
contiene el substrato del enzima, peróxido de hidrógeno, en cuya presencia la peroxidasa ¡a
través del átomo de hierro que posee en el grupo hemo) adquiere propiedades oxidantes que
hacen que la substancia cromógena seleccionada precipite y cambie de color, de forma que es
fácilmente visualizable en el microscopio óptico.
Así, siguiendo el protocolo de Mesulam, 1978, con algunas modificaciones, se incuban
los cortes sueltos en una solución que incluye agua oxigenada (como substrato de la enzima
peroxidasa), 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (como substancia cromógena más sensible.
Mesulam y Rosene, 1979 y Mesulam, 1978 y 1982, que es oxidada durante la reacción)
(TMB, Sigma Chemical Co.) y nitroferricianato sódico (como estabilizador del producto
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precipitado), en tampón acetato pH: 3,3 (para evitar la redisolución de la TMB a pH básico i.
La cantidad de substrato que se añade es variable dependiendo, entre otros factores, de la
fijación del tejido, y se determina con unas pruebas en cortes sueltos de cada animal: en
nuestros casos el resultado fue óptimo con 0,75cc de peróxido de hidrógeno al lr¿
(partiendo del preparado comercial de agua oxigenada al 33%,Panreac Química S.A..
diluyendo en agua destilada) por cada lOOcc de la solución de incubación.
Para evitar cualquier tipo de precipitado que pudiera alterar ios resultados de esta reacción
es necesario un cuidado exhaustivo en la limpieza de todos los materiales que son utilizados
durante la misma, incluyendo lavados con lejía y con alcohol.
Protocolo de revelado de HRP-WGA
I.Lavados rápidos en tampón acetato al 5% en agitación a 4°C (tampón acetato 0.2 M, pH
3,3)
2.Preincubación: 10 minutos en agitación, a temperatura ambiente, en solución de
nitroferricianato sódico (0,7g) en agua destilada (740ml), más tampón acetato 0.2M.
pH 3,3 (40ml), más tetrametilbenzidina (0,04g) en alcohol etílico absoluto (20mU
3.Incubación primera: 10 minutos en agitación, a temperatura ambiente, en la solución de
preincubación a la que se añade agua oxigenada al \9c en cantidad variable
(partiendo de la solución comercial al 339c, diluyendo en agua destilada)
4.Lavados (3x5minutos) en tampón acetato al 5% a 4°C en agitación constante
5.Incubación segunda: 10 minutos en agitación, a temperatura ambiente, en solución con
nitroferricianato sódico, tampón acetato, tetrametilbenzidina y agua oxigenada en
iguales proporciones que en la primera incubación.
ó.Lavados (un mínimo de 5 x 5 minutos) en tampón acetato al 59c en agitación a 4°C
Tras la reacción, es preciso el montaje inmediato en tampón acetato al 59c a 4°C en
portaobjetos gelatinizados para evitar una redisolución del producto final en el medio líquido.
El almacenamiento de los cortes debe hacerse en oscuridad a 4°C para prevenir ia
degradación de dicho producto.
4. Revelado de la arquitectura
La técnica histológica de Nissl nos ha permitido delimitar con exactitud el área inyectada y
la zona de vRPO que mantiene conexiones con ella.
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Esta técnica revela la citoarquitectura, de forma que al visualizar las agrupaciones de
cuerpos neuronales en los distintos núcleos es posible identificar la zona del sistema
nervioso central que estamos visualizando. Se basa en la afinidad de los colorantes catiónicos
(en nuestro caso del violeta de cresilo de Merck, colorante básico de anilina) por los ácidos
nucleicos del núcleo y de los ribosomas citoplasmáticos (a los que se une por un mecanismo
físico-químico de atracción electrostática), con una posterior diferenciación en alcohol-
cloroformo. Realizamos el protocolo estándar de nuestro laboratorio sobre cortes
previamente montados en portaobjetos gelatinizados.
Protocolo para tinción de Nissl
l.Se dejan los cortes (ya montados sobre portaobjetos gelatinizados) en alcohol de HT
durante 12 horas aproximadamente y se lavan después con agua destilada.
2.Tinción con 500ml de Violeta de Cresilo al 0,1%. al que se añaden 2.5ml de ácido
acético al 10%. Se mantienen en agitación al baño maría a 50°C durante 7 minutos.
3.Se efectúan dos lavados en agua destilada y paso durante 0.5-1 minuto por alcoholes de
70 y 96°
4.Paso por cloroformo al 100% durante 10 minutos, en agitación continua.
S.Diferenciación: en solución de alcohol de 96° con un 29c de ácido acético
ó.Paso por alcohol de 100° y finalmente xilol durante 45-60min. hasta cubrir utilizando
DePeX
5. Finalización del procesamiento de los cortes para microscopía óptica
La serie de cortes con el lugar de inyección en los que se ha revelado previamente el BDA.
se montan sobre portaobjetos previamente gelatinizados (solución de gelatina y sulfato
crómico potásico en agua destilada para favorecer la adherencia del tejido). El montaje se
realiza en tampón fosfato, a excepción de los cortes procesados para HRP-WGA. los cuales
se montan en tampón acetato de pH ácido (pH3,3) para evitar la redisolución de laTMB. Los
cortes se dejan secar al aire.
Posteriormente se procede a la deshidratación de estos cortes y de aquéllos en que se ha
realizado la tinción de Nissl mediante el paso por soluciones de alcohol (a concentraciones
progresivamente crecientes de 70°, 80°, 96°, 100° y 100°), durante 3-5 minutos en cada una
de ellas. En las series destinadas al estudio de la HRP-WGA el paso ha de ser más rápido, de
10 segundos, para impedir la pérdida de mareaje y es preciso utilizar alcoholes ácidos
(alcohol etílico absoluto, en tampón acetato pH 3.3 al 5%) en los primeros pasos por
alcoholes (70, 80 y 96a).
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Por último se realiza el desengrasado del tejido en xilol, durante al menos una hora.
cambiando varias veces a un xilol limpio. Finalmente los portaobjetos son cubiertos con
cubreobjetos de cristal utilizando DePeX (Serva) como adhesivo. Posteriormente se guardan
en oscuridad a 4°C para evitar la pérdida de mareaje hasta su estudio.
6. Procesamiento de los cortes para microscopía electrónica
Tras congelación y descongelación rápida en Nitrógeno líquido y posterior revelado del
trazador, se seleccionan los cortes con mareaje para procesarlos de acuerdo con las técnicas
de fijación e inclusión usadas en microscopía electrónica.
Para ello se realiza una postfijación en tetróxido de osmio (Serva) al 19r durante un
mínimo de 30 minutos (visualmente se controla la adecuada postfijación del tejido y el buen
estado del tetróxido de osmio, que al oxidarse va adquiriendo una coloración rosada), y tras
lavar los cortes en PB, se inicia la deshidratación en alcoholes al 50. 70. 90. 96 y íCMr
(cuidando el estiramiento de los cortes montándolos en placa de Petri durante el paso por los
alcoholes de 90 y 96°). Simultáneamente se efectúa una tinción en bloque con acetato de
uranilo (Merck) al 1% en alcohol de 70° durante 30-40 minutos, con objeto de mejorar el
contraste de las membranas en su observación en el microscopio electrónico. Posteriormente
se realizan dos lavados en óxido de propileno (Merck) y se mantienen toda la noche en el
mismo y resina Durcupan (ACM, Fluka) al 50%. para completar al día siguiente la inclusión
en resina. Para ello, los cortes se depositan sobre pequeños vasos de precipitados de modo
que queden cubiertos por nueva resina (cuidando evitar la formación de burbujas) y se
mantienen en condiciones de baja humedad y vacío parcial durante cuatro horas, para
posteriormente montarlos en la misma resina sobre portaobjetos forrados con pioioformo
(Taab Laboratories Equipment Ltd.) al 1% en tetracíorometano (Panreac Química S.A.) y
cubrirlos con cubreobjetos de plástico. Después de ésto, se introducen en estufa a 56-60l>C
durante 48 horas para la polimerización de la resina.
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Protocolo de fijación e inclusión del tejido para microscopía electrónica
1.Lavado de los cortes en tampón fosfato O,1M, pH7,4 (PB): 3 lavados x lOmin
2.Postfijación en tetróxido de osmio al 1% en PB durante un mínimo de 30min pero
controlando visualmente el estado del tejido
3.Lavados en PB: 2 lavados x lOmin
4.Paso por alcohol de 50 y de 70° durante 5min en cada uno
5.Tinción en bloque con acetato de uranilo al 1% en alcohol al 70% recién filtrado
durante 30 minutos. Se protege de la luz.
ó.Lavados en alcohol de 70°: 2 x 5min
7.Se continúa la deshidratación de los cortes con paso de los cortes por alcoholes de
90 y 96° durante 5min montados en una placa de Petri para evitar la contracción
excesiva del tejido
8.Finalización de la deshidratación mediante paso de los cortes en alcohol puro.
100%: 3 lavados de lOmin
9.Lavados en óxido de propileno: 2 x lOmin
lO.Mantener los cortes en una solución al 50% de Durcupán y óxido de propileno
durante aproximadamente 12horas
11.Montaje en resina y conservación de los cortes en estufa de 56°C durante 48horas
Tras la selección de las áreas de interés se procederá a la retnclusión. corte y tinción,
como será descrito en un siguiente apartado.
IV. Estudio del material
1. Estudio de los lugares de inyección
Para el estudio de los lugares de inyección se ha utilizado un microscopio binocular
Laborlux 12 (Leitz) y objetivos (Leitz Wetzlar) de 1,6 a 40 aumentos. En el caso de b
inyección de HRP-WGA (considerando las propiedades birrefringentes de los granos de
peroxidasa) se ha completado la información mediante estudio paralelo en campo oscuro con
el mismo microscopio. La zona se ha localizado con exactitud gracias a la tinción
citoarquitectónica de Nissl en el corte adyacente.
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Los lugares de inyección consistieron en un núcleo central, con el principal depósito del
trazador y con un elevado número de neuronas marcadas, y un halo periférico en el que había
una difusión parcial del mismo con un escaso número de neuronas marcadas.
Posteriormente se han realizado fotografías del lugar de depósito principal del trazador.
2. Estudio de las conexiones en vRPO
2.1. Examen de las preparaciones en el microscopio óptico
En primer lugar se procedió a la observación de las preparaciones en microscopio óptico
binocular Laborlux 12 (Leitz) y objetivos Leitz Wetzlar de 1.6 a 40 aumentos. Las series
procesadas para el revelado de la arquitectura son estudiadas paralelamente con microscopía
óptica de campo claro y utilizadas para identificar las áreas que presentan mareaje en los
distintos animales, siguiendo los criterios de los trabajos arquitectónicos existentes en la
literatura. Al utilizar secciones adyacentes es posible utilizar como referencia estructuras que
no cambian en la distancia que existe entre ambos cortes y permite delimitar con una mayor
precisión las estructuras anatómicas.
Se realizaron dibujos en cámara clara (Leitz Wetzlar, Germany) a 1,6 aumentos de todos
los cortes del puente en que estaba el vRPO, y se señalaron en ellos las neuronas marcadas
retrógradamente.
Posteriormente se delimitó con exactitud la zona correspondiente a la porción ventral del
núcleo reticular oral del puente, utilizando nuevamente como referencia el corte adyacente
teñido con violeta de cresilo Las neuronas marcadas en la zona de interés fueron dibujadas
nuevamente con cámara lúcida, en esta ocasión con objetivos de 10 aumentos, y algunas de
ellas fueron fotografiadas.
2.2. Estudio de las conexiones en el microscopio electrónico
2.2,1.Selección del material
Se seleccionaron al azar, entre los cortes de vRPO que contenían neuronas marcadas
retrógradamente, aquellas zonas que iban a ser analizadas en el microscopio electrónico. Bajo
observación con lupa de 6 a 50 aumentos (Wild, Heerburgg) se cortaron trozos pequeños de
tejido que furon adheridos con cianoacrilato a un bloque de resina. Allí fueron tallados a
mano o con cuchilla de cristal para dar a las preparaciones forma de trapecio (con objeto de
incrementar la estabilidad para el corte y permitir la correcta orientación del mismo), y
posteriormente delimitada la zona sobre el dibujo original de RPO. Al menos 4
hemisecciones de vibratomo (7 en G1155, 5 en G1191 y 4 en el caso G1197) fueron
Figura 3. Diferentes imágenes de la neurona 3. A: Representación de los distintos niveles
de corte dibujados con el programa informático Neurolúcida, a partir de las microfotografías
tomadas en el microscopio electrónico y que se muestran en la serie C a G. En granate
estructuras de referencia (a); en azul, la neurona marcada (b), y en amarillo, las terminales
sobre la misma. La figura B muestra un dibujo de esta misma neurona realizado en cámara
lúcida, desde observación en microscopio óptico, previo a la sección de cortes ultrafinos.
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examinadas por animal, y excepto en los casos de estudio ipsi y contralateral. con una
distancia mínima entre ellas de 120 um.
En un ultramicrotomo (Ultracut-E de Reichert-Jung) y con cuchilla de cristal recién
preparada se realizaron cortes semífinos (de 1 ó 2 um) hasta llegar al tejido en el caso de
inyecciones de BDA, en el que también se efectuaría un estudio de las terminales marcadas
anterógradamente. Se procedió entonces a obtener, en este caso con cuchilla de diamante,
cortes ultrafinos de 60-80 nanómetros (600-800 Angstrom) cuya coloración es entre plateada
y dorada), que se recogieron, tras ser extendidos con vapores de tetraclorometano. sobre
rejillas de ojal forradas con pioloformo al 1% en cloroformo. Estas porciones de tejido más
superficiales contenían un mayor número de axones terminales marcados ya que.
especialmente al no utilizar tritón, tanto el complejo avidina-peroxidasa biotinilada. como los
productos utilizados para el revelado, tenían un :nejor acceso a las porciones de tejido más
superficiales.
Posteriormente se realizaban cortes semifinos de 2um que se recogían en una gota de agua
bidestilada sobre cubreobjetos de cristal (para su ulterior reinclusión, en caso necesario).
hasta llegar a la neurona marcada retrógradamente. De este corte se realizaba un dibujo a
cámara clara para su posterior orientación en el microscopio electrónico. Posteriormente se
realizaban 11 ó 12 cortes ultrafinos de 60-80 nanómetros. recogidos sobre rejillas de ojal
forradas con pioloformo para permitir la completa visualización de la neurona (procurando
poner el mayor número de cortes por rejilla). Después de ello, se obtenían 2 cortes semifinos
de 2 um sobre portaobjetos gelatinizado, para valorar en ellos la neurona marcada a nivel de
microscopía óptica que en algunos casos era fotografiada. Nuevamente se obtenían 11 ó 12
cortes ultrafinos seriados, y se repetía esta secuencia hasta la terminación de la neurona
(Fig.3).
Para mejorar la visualización de las membranas y la calidad de la imagen, los cortes
ultrafinos fueron teñidos con acetato de uranilo a saturación en metanol durante 5 minutos.
Después de un tiempo mínimo de media hora para que se sequen los cortes, se tiñeron con
citrato de plomo al 0,4% en hidróxido sódico 0.1M durante 3 a 5 minutos. Inmediatamente
antes de su utilización, tanto la solución de uranilo como la de plomo fueron filtradas para
evitar impurezas que pudieran contaminar las preparaciones (filtros Millipore MiIlex-GV4 de
0,22um).
Posteriormente se procedió al examen cuidadoso de los cortes a 10000-15000 aumento*
en microscopio electrónico Jeol (JEM1010) y se fotografiaron todas las terminales y
neuronas marcadas observadas, dejando entre cada corte estudiado un mínimo de 4 um. para
evitar el estudio repetido de una misma terminal, y realizando en los casos necesarios
fotografías a pequeño aumento para observar y discriminar con precisión la estructura
postsináptica. Las fotografías de las terminales se realizaron con unos aumentos de 15000 a
30000, para observar más detalladamente las características de la sinapsis. La clasificación e
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identificación de los elementos celulares se basa en la descripción de Peters y col.. J976 y
1991. En total se hicieron 1500 fotografías del vRPO.
2.2.2. Análisis de las observaciones
Las microfotografías fueron positivadas y a partir de ellas se realizó:
1. Un estudio morfológico sobre: i. Las características ultraestructurales de las
neuronas marcadas retrógradamente que incluye el tamaño y la morfología de las
neuronas y de sus núcleos y nucléolos. Además se estudiaron las características
ultraestructurales,, el número y la disposición de las terminales nerviosas
localizadas sobre estas neuronas en los cortes estudiados. Para el análisis de las
características ultraestructurales de estas terminules se usó la metodología descrita en el
apartado anterior. El programa Neurolúcida se usó para dibujar todas las neuronas estudiadas
con las terminales nerviosas localizadas sobre ellas, en los diferentes planos de corte
observados. Se calculó el número de terminales nerviosas observadas en 100 uní de
membrana neuronal para expresar su frecuencia sobre el soma y las dendritas. También se
calculó el porcentaje de membrana (somática o dendrítica) cubierta por terminales nerviosas.
ii. Las características ultraestructurales de las terminales marcadas y su
distribución sobre las neuronas del vRPO. Este estudio incluye un análisis
estadístico descriptivo de las características morfológicas de las terminales; es decir, de su
tamaño (área y perímetro), número de mitoconddas. área mitocondrial. longitud de aposición
y longitud de la zona activa en los contactos sinápticos. Además, se analizó la forma de las
terminales, la morfología de sus vesículas y el tipo de contacto sináptico establecido, cuando
fue posible ya que la presencia del trazador dificultaba este análisis. Por otra parte, se prestó
atención a la presencia de puncta adhaerentia y retículo endoplásmico en las terminales o de
orgánulos adyacentes a la membrana post-sináptica. Se observó si las terminales estaban
rodeadas por glía o por otras terminales, dado que en trabajos recientes (Senba y Tohyama.
1985; Sotelo y col., 1986; Milner y Pickel, 1986; llinsky y Kultas-Ilinsky. 1990: Aicher y
col, 1995; Kultas-Ilinsky y col., 1997; Van Bockstaele y col., 1998 y otros), se ha valorado
el interés de estas relaciones. Se estudió también con detalle la estructura postsináptica. con
objeto de analizar sus características (perímetro, y posibles orgánulos postsinápticos. entro
otras). Para conocer la distribución de las terminales sobre las dendritas, se midió e! diámetro
perpendicular al eje mayor de las mismas, y se clasificaron las dendritas en tres grupos de
acuerdo con su diámetro (de 0,2 a lum. de I a 2um y mayor de 2um) que podrían
representar a las dendritas distales, intermedias y proximales respectivamente. Pura las
mediciones de áreas y perímetros se utilizó ei programa informático Neurolúcida.
introduciendo las imágenes desde las fotografías del microscopio electrónico. Para la
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obtención de medias, desviaciones estándar, histogramas de frecuencia, diagramas de
correlación y otros, se utilizó el programa estadístico Statview SE+ Graphics™.
iii. La organización sináptica de las terminales estudiadas. Para ello se analizaron
las relaciones sinápticas establecidas entre ellas y con las neuronas del vRPO.
2, Un análisis estadístico comparativo para determinar si los valores medios de las
características ultraestructurales de las terminales (marcadas o no marcadas) muestran
diferencias significativas respecto a: su localización (ipsilateral /contralateral al lugar de la
inyección o el nivel rostro-caudal del vRPO), su estructura postsináptica (soma o
dendritas de diferente diámetro) su origen (el RMc o un origen diverso) o el tipo de
sinapsis establecida (simétrica o asimétrica). Previamente se analizó si había diferencias
significativas entre gatos o entre distintos trazadores.
Con el propósito de conseguir unos resultados fiables se utilizaron test paramétricos como el
test t de Student no pareado de dos colas y ANOVA (programa estadístico Statview). De los
cuatro grupos de terminales estudiadas (terminales marcadas y no marcadas sobre soma y
dendrita próxima! o sobre dendrita del neuropilo), se han incluido en cada análisis aquellos
grupos en que había un número suficiente de terminales para realizar estos tipos de tests.





I. Lugares de inyección
Como se ha señalado en el capítulo anterior, los hallazgos de este trabajo se apoyan en los
datos procedentes de tres gatos (Gl 155, Gl 191 y Gl 197) para el estudio de características y
terminales sobre neuronas de vRPO que proyectan a RMc, y de dos gatos (Gl 191 y G1197)
para la valoración de los axones terminales marcados anterógradamente. Aspectos
descriptivos adicionales fueron tomados del caso Gl 185.
1.G1155:
El experimento G1155, consistió en una inyección de 25 nanolitros de HRP-WGA en
bulbo raquídeo derecho de un gato hembra de 2,6Kg de peso; 48 horas después el animal fue
perfundido. El área de inyección comprendía un halo periférico de difusión parcial del
trazador y un núcleo central que ocupó la mayor parte del RMc y la oliva inferior en este
nivel rostral, extendiéndose dorsalmente a la paite ventral del núcleo reticular gigantoeelular
y ventralmente a las pirámides bulbares, como puede ser apreciado en la figura 4A. Apenas
se apreciaba reflujo del trazador.
2.G1191:
En el gato G1191, macho, con 3,8Kg de peso, se efectuó una inyección de 175
nanolitros de BDA en lado izquierdo; 11 días después de la misma el animal fue sacrificado.
En este caso la inyección abarcó la parte lateral del RMc extendiéndose hasta oliva inferior
(Figura 4B). Lateralmente se extendió a la porción más medial del núcleo reticular lateral.
Apenas existía reflujo por el trayecto de entrada de la aguja de inyección.
3.G1197:
En el caso del gato Gl 197, hembra, de 2,6Kg de peso, la inyección efectuada fue de 150
nanolitros de BDA en bulbo raquídeo derecho. El reflujo del trazador fue mínimo y el
depósito principal del mismo se situó exactamente en la porción central del RMc (Figs. 4C y
5) y se extendió ventralmente a oliva inferior y dorsalmente a la paite más ventral del núcleo
reticular bulbar gigantocelular.
4.G1185:
La inyección en este caso fue también de BDA, en un gato macho de 2,5Kg de peso. El
volumen de trazador inyectado fue de 150 nanolitros. El material procedente de este caso
sólo se ha utilizado, como se ha señalado previamente, para la obtención de datos
complementarios, ya que si bien el lugar de inyección comprendía el RMc, el depósito
Figura 4. Representaciones en el plano -9 del atlas estereotáxico de Reinoso-Suáre/ Je
lugares de inyección en los distintos gatos. A: Gl 155. B: G1191 y C: G1 ¡l)7. En azul iu
oscuro se muestra el depósito principal de la inyección, mientras que el tono más claro
azul dibuja el área de extensión parcial del trazador.
B
Figura 5. Microfotografías del lugar de inyección en el gato Gl 197. La figura A uuuN
un corte en el que se ha revelado el trazador neuronal BDA. mientras que en la Ikuv.i
observamos un corte adyacente teñido con el método de Nissl. utilizado como retereiKi.t fv
la delimitación exacta de las estructuras anatómicas.
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principal del mismo se ubicó en él núcleo reticular gigantocelular. área profusamente
conectada con el vRPO, por lo que los datos obtenidos podían alterar los resultados.
II. Conexiones entre el RMe y el vRPO
l.ESTUDIO DE LAS NEURONAS MARCADAS RETRÓGRADAMENTE
Este estudio tiene como objetivo la caracterización morfológica de las neuronas de vRPO
que proyectan a RMc y de las terminales que reciben, además de conocer la frecuencia de
dichas terminales sobre el soma y las dendritas.
1.1. Soma y dendrita proximal
Del examen de las preparaciones en el microscopio óptico se han obtenido los siguientes
datos:
•Gato G1155: Se encontraron 14 neuronas marcadas (Fig. 6A), de ellas 11 fueron
ipsilaterales y 2 contralaterales al lugar de inyección (en uno de los casos no se pudo
identificar en el corte a qué lado de la línea media se encontraba); con respecto al nivel de las
mismas, 7 se encontraron en un nivel medio dentro del vRPO y 7 en un nivel caudal.
•Gato Gl 191: Se localizaron 23 neuronas marcadas (Fig. 6B), 17 fueron ipsilaterales
y 6 se encontraron contralateralmente al lugar de inyección, 7 de ellas eran rostrales, 4 se
encontraban en un nivel medio dentro del vRPO y 12 caudales.
•Gato G1197: Fueron 18 las neuronas marcadas en este caso (Fig. 6C). 14
ipsilaterales y 4 contralaterales al lugar de inyección; sus niveles de loealizaeión fueron: 2
rostrales, 5 en un nivel medio y 11 caudales en vRPO.
En la mayoría de los casos las neuronas no estaban agrupadas, observándose sólo 1 ó 2
neuronas marcadas en cada uno de los cortes de vibratomo. efectuados éstos
perpendicularmente al eje mayor del tronco del encéfalo. Debido a que el grosor del corte es
de 60 um y al sistema de revelado, probablemente el número de neuronas marcadas
realmente sea mayor que el observado, pudiendo agruparse las mismas en este caso en un
sentido longitudinal en puente. En cualquier caso hemos de recordar que sólo se estudió una
de cada 3 ó 4 secciones de vibratomo de 60nm. de modo que la distancia mínima entre
distintos cortes fue de 18Gum.
Las neuronas marcadas mostraron una gran variedad de formas y tamaños (Tabla 1).
Algunas de ellas tenían forma bipolar (Fig. 7A) con el soma alargado y unas pocas dendritas
Figura 6. Reconstrucción del segmento de protuberancia en que se sitúa el vRPO a paniv
de las secciones coronales del mismo en que se reveló el trazador, con el programa
informático Neurolúcida. Los cuadrados amarillos señalan las neuronas marcada
retrógradamente tras las inyecciones en RMc. En los tres casos se representa en el Imb




















Tabla 1. Relación de neuronas marcadas retrógradamente en vRPO. numerándolas en
sentido rostro-caudal en cada gato, primero las ipsilaterales y luego las eontralaterale> ib
lugar de inyección. Se señala con numeración aparte aquéllas que fueron reinckudas. siendo
las destacadas con un asterisco las que fueron posteriormente analizadas en el microscopio
electrónico. Aquéllas que pertenecen a un mismo corte de vibratomo se marcan con cornil'*^
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Tabla 2. Representaciones gráficas de las secciones a nivel de núcleo de las neurona
marcadas retrógradamente estudiadas en el microscopio electrónico. Se dibuja en a/ul 1;
membrana nuclear y plasmática de dichas neuronas, mientras que el amarillo representa la
terminales nerviosas adyacentes a la misma. En granate se señalan estructuras próxinub é
referencia.
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Tabla 3. Tabla que muestra las cuatro neuronas estudiadas en distintos planos de corte con
el microscopio electrónico, completando el análisis de la tabla 2 analizando de forma mu?
detenida las terminales halladas en los distintos niveles de profundidad desde la aparición «I
soma hasta la desaparición del mismo.
("Ter" o "Term": terminal; per: perímetro; %-aposc: porcentaje de aposición: mnoe: múocoiulruil; ssnixincu'.v'.;.'-
asm: asimétricas; ?: intermedias/indeterminadas; no: no existe sinapsis; veste: vesicular: red: icdotklo.kl.¡v. >n-;i
ovaladas)
Tabla 4. Variación de las características de las terminales sobre neurona marcada a
que nos alejamos del soma, a lo largo de la membrana plasmática, hasta dominio
posiciones más distales.
íDend: dendrita: icdond: redondeadas; relac: relacionadas; rod: rodeadas)


















































































































































































































































































primarias localizadas en polos opuestos. Fue sorprendente el hallazgo de neuronas de
proyección fusiformes muy pequeñas. Otras mostraban un soma triangular desde cuyos
vértices salían tres dendritas primarias gruesas (Fig. 9A y 9B). El resto de las neuronas
marcadas mostraba un soma polimórfico (redondeado, oval, triangular o poligonal) con
cuatro o más dendritas primarias que irradiaban desde diferentes lugares del soma (Figs. 7B
y8B).
En el microscopio electrónico se han estudiado un total de 17 cuerpos neuronales
(marcados con asterisco en la tabla 1), 9 procedentes de Gl 155, marcados con peroxidasa. y
8 que contenían BDA, cuatro neuronas de Gl 191 y cuatro de Gl 197. La tabla 2 muestra
algunas de las características ultraestructurales de las neuronas que proyectan a RMc: su
forma (aunque se aprecia mejor a nivel de microscopía óptica como se puede observar en las
imágenes anteriores) y tamaño, forma del núcleo y nucléolo, número de terminales nerviosas
localizadas en lOOum de membrana neuronal, porcentaje de perímetro neuronal ocupado por
terminales nerviosas y distribución de las terminales sobre el soma y las dendritas
proximales.
Los cuerpos neuronales estudiados ultraestructuralmente tuvieron a nivel de núcleo y
nucléolo un tamaño variable que osciló entre 39,1 y 20,5um de diámetro mayor y 29.3 y
7,4um de diámetro menor (Tabla número 2). El producto de reacción tras el revelado del
BDA se apreciaba como un precipitado granular fino homogéneamente distribuido por todo
el citoplasma. Cuando el trazador utilizado era HRP-WGA. se veían agrupaciones de
precipitado y cuerpos densos heterogéneos en el citoplasma y lisosomas con sus productos
de degradación.
La distribución de las terminales nerviosas sobre las neuronas marcadas solía ser
irregular; es decir, mientras algunas regiones de la superficie neuronal no tenían terminales
otras mostraban agrupaciones de las mismas. Al comparar las neuronas multi polares
medianas con las bipolares pequeñas, las primeras generalmente tenían no sólo un número
superior de terminales nerviosas, sino también mayor número de terminales por 100 uní de
membrana neuronal (frecuencia) y mayor porcentaje de perímetro neuronal ocupado por
terminales nerviosas. En cuatro neuronas (de forma multipolar o bipolar) se estudiaron con
detalle diferentes planos de corte, distantes entre sí aproximadamente 4um (Figuras 7 y 8:
Tablas 2 y 3). La Tabla 3 muestra, en los diferentes cortes analizados, carácterísüeas
ultraestructurales de sus terminales nerviosas, número de terminales formando sinapsis
simétricas o asimétricas y número de terminales con vesícula redondeada u ovalada. Ésto nos
ha permitido valorar la "evolución" de la neurona, algunas características de sus aferencias en
las distintas zonas de la superficie del cuerpo neuronal. Las principales conclusiones que se
Figura 7. Imagen correspondiente a los distintos planos estudiados de las neuron.b
marcadas retrógradamente 3 (figura A) y 51 (figura B) para mostrar la distribución de M.-
terminales sinápticas que reciben. Se dibuja en azul cuerpo neuronal. núcleo y nucléolo, ¿u
amarillo las terminales adyacentes a la misma, y en color granate se señalan las estructura
próximas de interés o referencia.
¿. Neurona 3
*^^^- ¿sáT" ^ ^ N . y'
< " '"
-w-^ _" -^ Neurona 51
Figura 8. Imagen mostrando la distribución de las terminales sinópticas que reciben
neuronas marcadas 52 (figura A) y 20 (figura B). Se vuelve a utilizar el color a/nl }W
neurona marcada y el amarillo para las terminales adyacentes a la misma.
_ ^ - " " — " " " _,- —•













deducen de esta tabla son las siguientes: i. En cada neurona, el número de terminales por
lOO i^m de membrana neurona! y el porcentaje de membrana ocupada por terminales
nerviosas suelen ser parecidos en los diferentes cortes que contienen el núcleo y menores en
los cortes donde no hay núcleo, ii. Hay una gran variabilidad respecto a las proporciones
relativas de los distintos tipos de terminales (caracterizadas por la morfología de la mayoría
de sus vesículas o el tipo de sinapsis establecida) localizadas sobre las neuronas marcadas.
no solamente entre distintas neuronas sino también entre los distintos planos de corte de una
neurona.
El cuerpo celular de las neuronas multipolares medianas (Figura 10> presentaba un
citoplasma muy desarrollado con numerosos dictíosomas (unidades del aparato de Golgi).
cuerpos de Nissl (agrupaciones de poiirribosomas y cisternas de retículo endoplasmático
rugoso generalmente en disposición paralela) y poiirribosomas libres distribuidos por todo el
cuerpo celular, abundantes mitocondrias y lisosomas. Su núcleo generalmente ovalado
ocupaba una posición central o ligeramente excéntrica y tenía invaginaciones pequeñas de la
membrana nuclear o carecía de ellas. El nucléolo era grande, denso o mostraba grandes
espacios vacuolares (Figura 10A).
En las células bipolares pequeñas (Fig. 9C), el citoplasma que rodeaba al núcleo era
escaso ya que la relación núcleo/citoplasma era superior a la observada en las células
multipolares. Tenían pocos perfiles del aparato de Golgi y cuerpos de Nissl y la mayoría de
los orgánulos estaban acumulados en ambos polos de la célula, donde el citoplasma era más
abundante y donde se originaban las dendritas primarias que contenían los orgánulos del
soma. A veces, la envoltura nuclear mostraba profundas invaginaciones y el nucléolo era
oscuro con pequeños espacios vacuolares. Una gran parte de la membrana plasmática, que
no recibía terminales nerviosas, solía estar rodeada por prolongaciones gliales astroeíüeas
muy delgadas o por fibras con mielina. El resto de las células estudiadas mostraban
características ultraestructurales intermedias entre los tipos citados.
Con respecto a posibles características de interés por su posición en el neuropilo. en una
de las neuronas (número 51) se encontró otra inmediatamente adyacente a la misma, si bien
una fina prolongación glial separaba sus membranas y no se pudo apreciar unión GAP entre
ellas (Fig. 11). También se encontraron oligodendrocitos seccionados a nivel somático y
nuclear cubriendo parte de la membrana plasmática de cinco de las 17 neuronas niarcatlas
estudiadas ultraestructuralmente: en dos de ellas (neuronas 2 y 12) existían dos
oligodendrocitos adyacentes.
Figura 9. Ejemplos de neuronas del vRPO marcadas con peroxidasa retrógradamente
desde RMc, visualizadas con el microscopio electrónico. A: Neurona número 12. Obsérvese
la misma neurona a nivel de microscopía óptica (B) utilizando como orientación los vasos
marcados con asteriscos. C: Microfotografía de la neurona 10; su imagen en el microscopio
óptico en la figura D.
2um
Figura 10. La figura A muestra a la neurona número 20 en una fotografía de microscopía
electrónica a pequeño aumento, con el dibujo adyacente de la misma en cámara lúcida (B).
La serie de imágenes C a O representan algunas de las diferentes terminales sobre la misma






Se estudiaron un total de 482 terminales sobre soma y dendrita proximal de neurona
marcada, 115 de ellas estableciendo contacto sináptico en el nivel de corte sobre alguno de
los 17 cuerpos neuronales analizados ultraestructuralmente (secuencia de figuras 10.A a
10.O). En los casos en que una misma neurona se estudió en distintos niveles de corte, se
evitó el análisis de una misma terminal en más de una ocasión dejando un espacio suficiente
entre los cortes examinados. Las características ultraestructurales cuantitativas de estas
terminales axónicas (Tabla 5) se describen a continuación.
í. Aspecto general de la terminal: l.La forma de las terminales axónicas.
aunque depende del plano de corte, fue generalmente de tendencia abovedada o alargada. Sin
embargo, en el 41,1% de las terminales sobre soma y en el 53,5% de las terminales sobre
dendrita proximal, las terminales mostraban una invaginación producida por terminales
adyacentes, que estaban sobre la misma estructura postsináptica (Figura 10Ñ). A veces
(4,3% y 8,1% en el caso de soma y de dendrita proximal respectivamente), la terminal tenía
estructuras con vesículas rodeadas por una doble membrana, posiblemente procedentes de
dichas invaginaciones (Figuras 10D, H y M). Aunque la mayoría parecían ser botones
terminales, en varias ocasiones (en un 2,34% de las terminales sobre soma y en un 0.54% de
las terminales sobre dendrita proximal), se observaron terminales en passant (Figura 12). Si
bien al tratarse de un estudio en cortes no seriados, es posible que su número sea superior.
Su unión con la estructura postsináptica era lineal, con pequeñas ondulaciones y sólo
ocasionalmente se encontraron pequeñas invaginaciones hacia el citoplasma de la neurona
postsináptica. También hay que destacar el hecho de que un 49.49% de las terminales sobre
soma y un 40,98% de las terminales sobre dendrita proximal aparecieron rodeadas por glía
y/o mielina evitando de este modo un posible contacto sináptico. 2.E1 valor medio del tamaño
de las terminales fue menor de lum2 en todos los tipos estudiados y no mostró diferencias
significativas entre animales. Al agrupar los datos procedentes de todos los animales, la
media de las áreas fue 0,64±0,45um2 (n=479) en el conjunto de las terminales.
Considerando sólo las terminales que establecían sinapsis en el coite estudiado (n=l 151 el
valor medio del área fue 0,73±0,47unr.
a. Características internas de la terminal: 1 .Vesículas; El 61.7% de las
terminales somáticas y el 68,8% de las dendríticas tenían una mayoría de vesículas sinápticas
redondeadas y pequeñas (aproximadamente de 30-35nm de diámetro). El resto de las
terminales tenían mayoría de vesículas ovaladas (33,4 y 29,5% de las terminales situadas en
soma y dendrita respectivamente) o aplastadas (solamente se observaron en el 0.62% de las
terminales somáticas). Ocasionalmente, algunas de estas terminales tenían escasas vesículas
granulares de tamaño grande (70-75nm de diámetro). Dichas vesículas estaban en el 18.6%
de las terminales con mayoría de vesículas redondeadas y el 15.5% de aquéllas con mayoría
Figura 11, A: Microfotografía de la neurona 51 (So2), marcada retrógradamente desde
RMc, que se encontró en proximidad a otra neurona no maicada (Sol) como se puede
apreciar en el detalle de la imagen B que corresponde a una ampliación del rectángulo
señalado en A en una sección adyacente.
•Jt
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Figura 12. Ejemplo de terminal atónica sobre soma de neurona mareada
evidencia en ei plano de corte su naturaleza de botón en ¡hissunt
- • *
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de vesículas ovaladas. El número de vesículas sinápticas observado dentro de las terminales
era muy variable. Las vesículas estaban dispersas por el citoplasma o formaban grupos junto
a la zona activa. 2.Los valores medios del área mitocondrial y de su porcentaje relativo
mostraron diferencias significativas entre gatos con distintos trazadores (Gl 155 y Gl 191 ó
Gl 197). Teniendo en cuenta que el número de mitocondrias fue similar en estos animales y
que se utilizaron diferentes fijadores con cada trazador, las diferencias citadas probablemente
se deben a una reducción del tejido mitocondrial por el fijador. 3.Retículo endoplasmático: El
8,697c de las terminales sobre soma y el 15,30% de las terminales sobre dendrita proximal
tenían cisternas de retículo endoplasmático. Ocasionalmente, se observaron neurofilamentos
y cuerpos multivesiculares en las terminales axónicas.
iíL Características de la unión entre la terminal y la neurona
postsináptica: No se encontraron diferencias significativas en la longitud de aposición y
porcentaje de aposición de las terminales sobre soma y dendrita proximal. entre los tres
gatos, aunque había una pequeña excepción. El valor medio de la longitud de aposición fue
de l,19±0,59(im (n=481) en el conjunto de las terminales y de L40+0.58um (n=l 15) en las
terminales que establecían sinapsis en corte estudiado. El porcentaje de aposición de la
terminal (relación entre su longitud de aposición y su perímetro) da una idea aproximada de
la forma que tiene la terminal y de su nivel de contacto. Su valor medio fue 31,5± 10.OSf en
el conjunto de las terminales y 34,6+8,8% en aquéllas que formaban sinapsis.
Las terminales que formaban sinapsis representaban aproximadamente el 33.4% de las
terminales localizadas sobre el soma y el 38,7% de las terminales sobre las dendritas
proximales. Aunque el tipo de contacto sináptico era dudoso a veces, las dendritas
proximaíes recibían aproximadamente un 28,41 % de terminales asimétricas y un 8.74% de
simétricas, mientras que el soma mostraba un 20.73% de terminales asimétricas y un
12,04% de terminales simétricas (Tabla 4). La zona activa en las terminales sinápticas tuvo
una longitud media de 0,22+0,09¡am (n=ll 1). En el 20.72% de las mismas se diferenciaba
más de una zona activa, normalmente dos. En sólo el 3.84% de las terminales asimétricas se
encontraron taxi bodies.
Además de las especializaciones sinápticas se encontraron uniones del tipo "punctum
adhaerens" entre la terminal y la estructura postsináptica. Aunque trabajos previos relacionan
los "punctum adhaerens" con las terminales de mayor tamaño, en el presente trabajo el
tamaño de dichas terminales fue muy variable (entre 0,10 y 1.74unr; n=12). El porcentaje de
terminales con "punctum adhaerens" fue del 2,34% en terminales sobre soma y del 4.91 % en
terminales sobre dendrita proximal.
iv. Características de la estructura postsináptica: Si bien en el 49,79%
de las terminales estudiadas no se encontraron orgánulos postsinápticos. el resto mostró
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una gran variedad de los mismos. Los orgánulos postsinápticos observados fueron:
mitocondrias (25,1%), retículo endoplasmático rugoso (6,84%). vacuolas (4.77% >.
vesículas (4,56%) y lisosomas (1,86%). En un 6,84% de las terminales aparecían dos
orgánulos adyacentes, siendo normalmente uno de ellos una mitocondria.
En un bajo número de ocasiones las terminales hacían contacto sobre una espina
somática, y en el 3,01% de las terminales somáticas y en el 1,09% de las ubicadas sobre
dendrita proximal la terminal axónica se encontraba simultáneamente adyacente a dos
estructuras postsinápticas.
Finalmente, hay que destacar que se encontraron 9 terminales marcadas (las figuras 10K.
13 y 14A corresponden a algunas de ellas) sobre las neuronas marcadas retrógradamente (5
sobre soma y 4 sobre dendritas) y algunas de ¿lias formaban contactos sinápticos. El
diámetro de los somas y dendritas que recibían las terminales marcadas era muy variable y la
forma de la neurona postsináptica podía ser multipolar (número 20) o bipolar (neurona 21).
Una de estas neuronas (la neurona 52) recibía dos terminales marcadas en dos planos de
corte, distantes entre sí más de 6|im (pudimos identificar que no se trataba de la misma
terminal debido a que existían planos intermedios de corte en que no aparecía ninguna
terminal marcada, además de por su diferente posición en el perímetro somático). Las
terminales marcadas solían estar rodeadas por prolongaciones guales y tenían diferentes
formas, tamaños (área: 0,13-l,24um~), porcentajes de área mitocondrial (0%-57.1%) y
longitudes de aposición. La forma de sus vesículas solía ser redondeada (sólo una de las
terminales sobre soma tenía principalmente vesículas ovaladas), el contacto sinóptico en la
mayoría de los casos parecía simétrico y ocasionalmente tenían estructuras citoplasniáticas
(con o sin vesículas) rodeadas por dos membranas.
1.2. Dendrita del neuropilo
Debido a que el precipitado de HRP-WGA se localiza principalmente en soma y dendrita
proximal, el material de este estudio procede de los dos gatos con inyecciones de BDA. ya
que en estos casos el trazador se localizaba en todo el árbol dendrítico, incluyendo dendritas
distales.
Las dendritas marcadas recibían un número variable de terminales nerviosas por lOOum
de membrana (frecuencia), que solía ser más alta en las dendritas proximales; en algunas de
las dendritas proximales marcadas (diámetro mayor de 2um y abundantes cisternas de
retículo endoplasmático rugoso) la frecuencia de terminales nerviosas era muy alta. Las
terminales se caracterizaban por su diversidad morfológica y a veces emitían prolongaciones
citoplasmáticas hacia las terminales próximas. Aunque algunas dendritas distales estaban
Figura 13. Terminales marcadas con BDA adyacentes a dendritas en neuropilo igua
marcadas con trazador (De). A: Obsérvese cómo el axón terminal marcado tAT51 empieza a
envolver (asterisco en blanco) una paite de la terminal no marcada adyacente (AT4. asieri»."i>
en negro). Apréciese también la estructura no marcada con vesículas que se encuentra .1 w
vez en el interior de AT5 y préstese atención igualmente al elevado número de terminales n"
marcadas (ATI a AT4) que recibe la dendrita (De). B: La terminal marcada lATB, udvacento
a dendrita marcada (De), muestra profundas invaginaciones de su membrana, producida** f»n
las estructuras adyacentes. Observamos de nuevo en esta ocasión cómo la dendrita marcóla
recibe también información desde otras terminales no marcadas (ATI y AT3^. La pimía J¿
flecha indica una sinapsis de tipo asimétrico.

Figura 14. Terminal axónica marcada con BDA (AT) que establece sinapsis con el soiiui de
la neurona 52 (So), igualmente marcada con BDA. La imagen A. representa el detalle Je eMc
contacto sináptico (ampliación del rectángulo dibujado en B. el lisosoma mareado con un
asterisco sirve como referencia).
• - . « . .
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Figura 15. Terminal axónica en relativa proximidad a dendnta marcada (De), pero nótese
la delicada prolongación glial (marcada con asteriscos a ambos lados de la aposición aparente
entre terminal y dendrita) que evita la aposición efectiva entre las membranas de amba>
estructuras.
i?» i i *
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rodeadas casi por completo por una o más terminales (Fig. 16C), otras estaban
completamente rodeadas por glía y por lo tanto no recibían ninguna terminal, Al agrupar
todos los datos recogidos en las dendritas del neuropilo se vio que el 42.86% de la
membrana dendrítica analizada estaba cubierta por terminales, y el número de terminales poi-
cada lOOum de membrana era 44,78 en Gl 191 y 56,77 en Gl 197. Estos valores medios son
superiores a los observados en la mayoría de los cuerpos celulares, indicando que la
frecuencia de terminales nerviosas es mayor sobre las dendritas. Se estudiaron un total de
253 terminales sobre dendrita marcada en neuropilo, de ellas 65 establecían sinapsis en el
nivel de corte. Se dejó un espacio suficiente entre las secciones estudiadas para evitar un
posible estudio repetido de una misma terminal axónica.
i. Aspecto general de la terminal: La forma era abovedada o alargada. En
su mayoría parecían ser botones terminales, sólo en cuatro ocasiones la unión entre dos
botones evidenció su naturaleza de bouton en passant.. Su unión con la estructura
postsináptica era generalmente lineal, con pequeñas ondulaciones. Ocasionalmente, se vieron
invaginaciones entre terminales adyacentes (4,74% de las terminales). Además, en el 9.09%
de las terminales se observaron estructuras redondeadas con vesículas, separadas del
citoplasma por dos membranas. El 58,1% de las terminales estaban rodeadas por otras
terminales y el 32,4% por glía y/o mielina. 2. En cuanto al tamaño de la terminal, no se
encontraron diferencias significativas entre los gatos estudiados. Al agrupar todos los
resultados obtenidos, la media de su área fue 0,69±0,54unr en la población total de
terminales (n=253). Cuando sólo consideramos las terminales formando sinapsis en el corte
estudiado (n=65) las media fue O,75±O,51 unr. El 93,8% de las terminales con sinapsis
midió menos de i,57um2.
ii. Características internas de la terminal: 1. Vesículas: El 73.6% de las
terminales tenía una mayoría de vesículas claras redondeadas, pequeñas (con un diámetro
aproximado de 3O-35nrrí) y solían formar sinapsis asimétricas (Fig. 16AV, mientras que el
22,04% mostraba una mayoría de vesículas ovaladas y cuando formaban una sinapsis. su
contacto era generalmente simétrico. Ambos tipos de terminales (el 26.73% de las primeras y
el 14,28% de las segundas) tenían escasas vesículas granulares (70-75nm de diámetro,
aproximadamente). El número de vesículas variaba, desde terminales con una alta densidad
de vesículas (Fig. 16B) hasta aquéllas con pocas vesículas, dispersas o agrupadas junto a la
membrana (Fig. 16A). 2.Mitocondrias: En este caso, no se encontraron diferencias
significativas en las áreas mitocondriales y porcentajes de área mitocondrial entre los gatos
estudiados. 3.Retículo endoplasmático: En el 16,9% de las terminales aparecían cisternas de
retículo endoplasmático sin que en ningún caso se diferenciaran ribosomas que pudieran
identificarlas como dendritas presinápticas. 4 .Neurofilamentos: Sólo en el 1.58% de las
Figura 16. Axones terminales estableciendo contacto sináptico sobre dendritas marcada
(De). Obsérvese en la imagen A la glía (señalada con cuadrados negros) que circunda
completamente al axón en el plano de corte, así como la fina prolongación glial (cuadrado^
blancos) que separa a la dendrita marcada (sobre la que la terminal. AT, establece sinitpsi>>
de la dendrita adyacente. En la imagen B es de destacar la prolongación indicada con un
asterisco) de una de las terminales (AT2) sobre el axón adyacente. La figura € muestra una
dendrita marcada distal, sobre la que se encuentran tres terminales (ATI. AT2 y AT3). IJJ*»
puntas de flecha señalan sinapsis de tipo asimétrico.
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terminales sobre dendrita marcada en neuropilo aparecían neurofilamentos. 5 .Cuerpos
multivesiculares: En sólo dos ocasiones se vieron cuerpos multivesiculares. 6. En cuatro
ocasiones, todas ellas procedentes del caso Gl 191, aparecieron "inclusiones filiformes" a
nivel de la terminal axónica.
iii. Características de la unión entre la terminal y la dendrita
postsináptica; No se encontraron diferencias significativas entre los gatos respecto a la
longitud de aposición ni al porcentaje de aposición de las terminales. Las medias de las
longitudes de aposición fueron de 0,92+0,58nm en el conjunto de las terminales y de
l,02±0,56um en aquéllas con sinapsis en el corte estudiado. El porcentaje de aposición en
estas últimas fue de 24,2±9,69um, encontrándose en un 10.76% de los casos más de una
zona activa (normalmente dos).
Aunque el tipo de contacto sináptico era dudoso en algunos casos, aproximadamente el
5,84% y el 24,56% de las terminales formaban sinapsis simétricas y asimétricas
respectivamente en Gl 191 y el 8,53% y el 29,26% en Gl 197.
También se encontró que el 1,58% de las terminales tenían uniones del tipo punetum
adhaerens (menor frecuencia que en terminales sobre dendrita proximal marcada). Estas
terminales tampoco parecían estar relacionadas con alguna característica diferencial, y sus
áreas oscilaron entre 0,20 y 2,2um2, n=4).
iv. Características de la estructura postsináptica: Los organillos
postsinápticos encontrados fueron mitocondrias (22,52% de los casos), cisternas de retículo
endoplasmático (8,30%) y vesículas (3,55%); a veces, se encontraron lisosomas o vacuolas.
Sin embargo, no fueron encontrados en el 53,75% de los casos. Cuando había más de un
orgánulo postsináptico, uno de ellos era una mitocondria.
En algunas ocasiones (3,55% de los casos) la terminal establecía relación
simultáneamente sobre dos estructuras postsinápticas. Ocasionalmente, algunas terminales
estaban marcadas anterógradamente como se señaló en el punto anterior En la figura 13 se
muestran algunos ejemplos.
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2.ESTUDIO DE LAS TERMINALES MARCADAS ANTERÓGRADAMEXTE
Los objetivos de este análisis son: caracterizar morfológicamente a las terminales
nerviosas procedentes del RMc, conocer su distribución sobre el soma y las dendritas de las
neuronas del vRPO e identificar el tipo de relaciones establecidas entre dichas terminales y el
neuropilo del vRPO. El material de este estudio procedía de los animales Gl 191 y Gl 197
inyectados con BDA.
Las terminales marcadas con BDA fueron fácilmente identificadas por la presencia de un
precipitado electrónicamente denso, difusamente distribuido alrededor de sus organillos
(vesículas, mitocondrias, cisternas) y junto ala membrana plasmática. Debido a la presencia
de este precipitado, la identificación del tipo de vesículas o de sinapsis era frecuentemente
difícil. Hay que señalar que la intensidad del mareaje fue variable.
2.1 .Terminales marcadas localizadas sobre soma y dendrita proximal
El estudio ultraestructural mostró sólo 10 cuerpos neuronales no marcados que recibían
una o más terminales con BDA (Figs. 17, 18, 19, 20 y 21) y por lo tanto, el número total de
terminales somáticas marcadas (18) fue pequeño. Estas neuronas mostraron un tamaño
variable; concretamente sus diámetros, a nivel del núcleo, oscilaron entre 45.3 y 15,um de
diámetro mayor y 18,4 y 7,5um de diámetro menor. Aunque la forma de la neurona era a
veces difícil de identificar, algunos de los perfiles observados sugieren la presencia de
neuronas de ambas clases bipolar y multipolar.
Algunas de las terminales marcadas estaban próximas entre sí (Fig. 17H) por lo que podrían
pertenecer a un solo axón terminando como bouton en passant. En otros casos las terminales
marcadas estaban distantes (Fig. 17D), mostrando que una misma neurona puede recibir
modulación desde distintas terminales axónicas en distintas zonas de su membrana tal menos
sobre soma y dendrita proximal). Algunas de las neuronas que recibían terminales marcadas,
mostraban una alta frecuencia de terminales no marcadas sobre su soma y dendrita proximal
(Fig. 18). La figura 17 muestra una representación gráfica de algunas de las neuronas que
recibían terminales marcadas y la disposición de éstas sobre las mismas.
Las características ultraestructurales cuantitativas de estas terminales aparecen en la tabla 6.
i. Aspecto general de la terminal: Las terminales axónicas marcadas
tenían generalmente forma abovedada (una de las excepciones la mostramos en la sección de
la figura 22) y su unión con la estructura postsináptica era de tendencia lineal, aunque a veces
presentaba ondulaciones hacia su citoplasma. Ocho de las 17 terminales analizadas mostraron
terminales no marcadas adyacentes. Una de las terminales parecía recibir un contacto de tipo
Figura 17. Representación gráfica a partir de imágenes tomadas en el
electrónico de algunas neuronas del vRPO. (trazadas en azuH. que recibían termináis
marcadas (en amarillo) y la disposición de éstas sobre las mismas.

Figura 18. Neurona que recibe a nivel de soma (So) dos terminales axónicas marcadas con
BDA (ATI y AT2). La terminal ATI se puede observar en detalle (marcado con recuadro) en
la figura 19.
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Figura 19. Detalle de la terminal ATI de la figura 18, marcada con BDA, adyacente a
neurona del vRPO (So). Obsérvese cómo la terminal no marcada AT2 parece establecer un




axoaxónico, como puede verse en la figura 19. Aunque el tamaño medio de estas terminales
era menor de lunr (Tabla 6), sus valores fueron muy variables.
ii. Características internas de la terminal: 1.Vesículas; En los casos en
que éstas se podían apreciar con nitidez, a pesar del trazador acumulado en la terminal,
predominaban las vesículas claras redondeadas pequeñas (61,53%); en un 38.46% de los
casos la forma de las vesículas parecía ovalada. Sin embargo, en ningún caso pudieron
distinguirse vesículas granulares grandes. 2. Mitocondrias: El estudio cuantitativo de sus
valores mostró una alta variabilidad. La tabla 6 muestra las medias de los datos procedentes
de los dos animales estudiados. 3. Retículo endoplasmático: En varias de las terminales
aparecían cisternas de retículo endoplasmático sobre las que ocasionalmente se observaron
ribosomas (Fig. 23B), demostrando su naturaleza dendrítica. Estas terminales solían
presentar escasa cantidad de trazador que podría deberse a su origen: una vez que el trazador
llega retrógradamente a un soma, en el vRPO, sería transportado anterógradamente hacia las
terminales dendríticas.
iii. Características de la unión entre la terminal y la dendrita
adyacente: El tipo de sinapsis establecida, en los casos en que ésta pudo diferenciarse, fue
de tipo asimétrico en un 27,7% de los casos y simétrica en un 11.1%. Las medias de los
valores de aposición aparecen en la tabla 6. En ningún caso se apreciaron taxi bodies en este
tipo de terminales. Tampoco en ningún caso pudieron diferenciarse en la terminal uniones de
tipo puncta adhaerentia, sin poder descartar que ello fuera debido al acumulo de producto de
reacción.
iv. Características postsinápticas: Aunque en el 38,8% de los casos no
aparecían orgánulos postsinápticos, el tipo más frecuentemente encontrado fue una cisterna
de retículo endoplasmático (Fig. 23A). En las ocasiones en que aparecían dos orgánulos
adyacentes (22,2%) uno de ellos fue siempre retículo endoplasmático. Mitocondrias
próximas aparecieron en un 1L1 % de estas terminales marcadas.
Sólo en una ocasión (cuya reinclusión se efectuó del caso Gl 191. desde un nivel central
de vRPO e ipsilateral al lugar de inyección) se encontró una terminal marcada localizada
simultáneamente sobre un soma neuronal (ll,5um x 6.5uní) y una dendrita proximal [Fig.
24). La terminal tenía una mayoría de vesículas sinápticas redondeadas y se encontraba en
uno de los vértices de la unión entre los dos perfiles. Aunque el soma y la dendrita estaban
en aposición directa (l,80um de longitud), en ninguno de los tres niveles estudiados, se
observó contacto sináptico ni unión GAP entre ellos. En el otro vértice de !a aposición existía
Figura 20. Terminales marcadas con BDA (AT) en aposición sobre diferentes neuronas de
vRPO (So),

Figura 21. Terminal marcada con BDA (AT) adyacente a neurona de vRPO (Sol La t lp
A representa el detalle en mayor aumento del recuadro dibujado en la panorámica B.


Figura 22. Ultramicrofotografía de una terminal axónica marcada con BDA (AT)
seccionada longitudinalmente. Las puntas de flecha señalan distintos puntos de membrana en
que se establece contacto sináptico de tipo asimétrico en el plano de corte.
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Figura 23. Botones terminales con trazador BDA adyacentes a dos distintas neuronas del
vRPO (So). En la figura A obsérvese retículo endoplasmático (señalado con una flecha
transparente) adyacente a la terminal (AT) a modo de cisterna subsináptica. En el citoplasma
de la terminal nerviosa marcada (TN) que se aprecia en la figura B se observa una cisterna de
retículo endoplásmico rugoso (señalado con flecha transparente) y escasas vesículas






otra terminal no marcada, también con vesículas redondeadas que formaba un contacto
asimétrico sobre el soma neuronal.
2.2.Terminales marcadas localizadas sobre las dendritas del neuropilo:
Se estudiaron un total de 192 terminales marcadas sobre las dendritas del neuropilo. 46 de
las cuales establecían contacto sinaptico en el plano de corte. En ninguno de los parámetros
estudiados se encontraron diferencias significativas entre las terminales de G1191 y G1197.
por lo que pasan a describirse conjuntamente a continuación.
i. Aspecto general de las terminales: 1. La forma de la mayoría de las
terminales marcadas era abovedada o alargada (se muestran varios ejemplos en la figura 25).
El 48,95% de estas terminales tenían terminales no marcadas adyacentes, de diversa
morfología, que solían contactar la misma dendrita (Fig. 26A). Algunas terminales
adyacentes tenían vesículas pleomórficas y solían formar sinapsis simétricas (posiblemente
inhibidoras) sobre la dendrita postsináptica a ambas terminales. El porcentaje de terminales
rodeadas por glía y/o mielina fue del 42,70%. Su unión con la dendrita postsináptica
generalmente era ondulada, aumentando de este modo la longitud de aposición. 2. El tamaño
medio de las terminales analizadas fue menor de Ijinr (Tabla 6), exceptuando un caso
(terminales sinápticas de Gl 197) en el que la media era superior; ello se debe a la variedad de
tamaño observada y al escaso número de terminales estudiadas (8) en dicho caso. El valor
medio del tamaño en el resto de las terminales localizadas sobre las dendritas, no mostró
diferencias significativas entre animales- Por otra parte, los percentiles de sus valores son
similares a los de las terminales de origen diverso localizadas sobre las neuronas marcadas.
exceptuando un par de valores muy altos (Fig. 27B). Esta gráfica indica que los tamaños de
las terminales son muy variables y similares en ambos tipos de axones.
ii. Características internas de la terminal: 1 .Vesículas: Frecuentemente,
debido al precipitado originado en las terminales, la forma de sus vesículas no pudo ser
identificada con claridad. En los casos en que ésta pudo ser apreciada, las terminales con
vesículas ovaladas representaban un 16,6% frente a un 73,9% de aquellas con vesículas
redondeadas. Las vesículas granuladas fueron ocasionalmente detectadas en ambos tipos de
terminales. En sólo tres terminales, el tipo de vesículas encontradas eran mayoritariamente
aplastadas y el porcentaje de área de la terminal ocupado por ellas fue moderado.
2 .Mitocondrias: Sus valores, muy variables, fueron similares (excepto en algunos valores
muy altos) a los de las terminales de origen diverso localizadas sobre las neuronas mareadas
(Figs. 27C. D). No se observaron diferencias significativas entre animales. 3»Retículo
endoplasmático: Algunas terminales con poco mareaje tenían cisternas de retículo
Figura 25. Microfotografias de microscopía electrónica mostrando diferentes tipos de
terminales sinápticas marcadas (AT) localizadas sobre dendritas (De) del vRPO. Las puntas
de flecha indican sinapsis de tipo asimétrico. Aprecíense los taxi bodies de la figura C.

Figura 26. Imagen de terminales marcadas sobre dendrita en neuropilo (De) que establecen
a su vez aposición sobre otras estructuras. En la figura A se ve cómo la terminal con BDA
(ATI), que se encuentra adyacente a la dendrita Del, aparece invaginada por la terminal
AT5, que también se encuentra adyacente a la dendrita2 (De2). La figura B muestra a la
terminal marcada con BDA ATI en aposición simultánea sobre las dendritas 1 y 2 y sobre las
terminales AT2 y AT3, al mismo tiempo que efectúa contacto sináptico asimétrico (puntas de
flecha) con la dendrita3.
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endoplasmático en las que, debido al precipitado, era difícil identificar la presencia de
ribosomas. Estas terminales se caracterizaban por su escaso número de vesículas que solían
ser pleomórficas y estaban agrupadas junto a la zona de contacto que carecía de densidad
postsináptica (Figs. 28A y 35A, E). 4.Otros: En sólo un caso se observó un cuerpo
multivesicular, si bien en cuatro ocasiones se hallaron éstos en la dendrita sobre la que se
establecía el contacto.
iii. Características de la unión entre la terminal y la dendrita
postsináptica: No se encontraron diferencias significativas entre animales respecto a la
longitud de aposición ni al porcentaje de aposición de las terminales. Por otra parte, los
percentiles de estos valores fueron similares a los de las terminales de origen diverso
localizadas sobre las neuronas marcadas, excepto un par de valores muy altos (Figs. 27E,
F). La gran variabilidad observada en estos datos era parecida en los dos tipos de terminales.
Aunque solía ser difícil determinar el tipo de sinapsis establecida debido al precipitado.
cuando ello fue posible se vio que el porcentaje de sinapsis asimétricas (20.3%) fue superior
al de las simétricas (7,2%). La longitud de la zona activa no mostró diferencias respecto a los
otros grupos de terminales estudiados. En el 7,5% del total de las terminales asimétricas
aparecieron taxi bodies (Fig. 25C).
iv. Estructura postsináptica: La mayoría (48,43%) de las estructuras
postsinápticas no tenía orgánulos próximos a la terminal. Sin embargo el 26.56% de las
mismas mostró una mitocondria y el resto mostró retículo endoplasmático (10.4%).
vesículas (4,16%) o vacuolas (2,6%). En el 7,29% de los casos aparecían simultáneamente
dos tipos de orgánulos próximos, de los cuales uno era siempre una mitocondria.
Aunque las terminales marcadas estaban distribuidas sobre dendritas de diámetro muy
variable (de 0,25 a 6,47um), se localizaron preferentemente en dendritas de tamaño
intermedio (entre 1 y 2 nm). La figura 29 muestra los porcentajes relativos de terminales
localizadas sobre dendritas de diferente diámetro. Algunas terminales estaban localizadas
sobre dendritas que mostraban una gran frecuencia sináptica (Fig. 30A). A veces, una sola
dendrita recibía dos terminales marcadas distantes entre sí en el mismo plano de corte (Fig.
30B). En algunas ocasiones, la terminal marcada rodeaba casi por completo a la dendrita
(Fig. 28A).
La figura 3 IB muestra una terminal adyacente a dos estructuras postsinápticas (ambas son
dendritas), si bien ésto sólo pudo observarse en un 3,12% de los casos.
Figura 27. Percentiles de terminales marcadas y no marcadas sobre dendritas no marcadas
o marcadas respectivamente. Se representa la población general total de terminales
(adyacentes a o en contacto sináptico con las mismas). Apréciese la similitud de las curvas
trazadas.
(Term: terminales; marc: marcadas; dend: dendrita; post; postsináptica; %: porcentaje)
Percentiles de terminales marcadas y no marcadas sobre dendritas
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Figura 28. Ultraestructura de terminales nerviosas marcadas (TN en A y AT en B) con una
amplia longitud de aposición sobre la dendrita postsináptica (De). La terminal de la figura A
muestra cisternas de retículo endoplásmico (flecha transparente), escaso número de vesículas









Figura 29. Gráficas representando los porcentajes de terminales marcadas que se
encontraron sobre dendritas de diferente diámetro en neuropilo. La figura A muestra la
población general de terminales, mientras que en la figura B se representan exclusivamente
aquéllas en que se aprecia contacto sináptico en el plano de corte.
(Menos de 1, entre 1 y 2 y más de 2: dendrita de menos de lum , de entre 1 y 2^ m y de más de 2nm de diámetro,
respectivamente; term: terminal; dend: dendrita)
Terminales marcadas sobre den di i t a en neur opilo
Menos de 1 Entre 1 y 2 Más de 2
Term mar cadas con sinapsis sobre dend en neur opilo
Menos de 1 Entre 1 y 2 Más de 2
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2.3. Relaciones establecidas entre terminales marcadas y no marcadas
Hay que resaltar que algunas terminales marcadas presentaban invaginaciones profundas
de su membrana plasmática, producidas por las prolongaciones citoplasmáticas de temiinales
sinápticas adyacentes y no marcadas. Estas prolongaciones solían ser cortas y bulbosas y
contenían vesículas (redondas o pleomórficas). Diferentes estadios de invaginación de estas
prolongaciones pueden observarse en las figuras 26, 32C, 33 y en las representaciones
esquemáticas de las figuras 34, donde, a veces, la terminal rodeaba casi por completo dichas
prolongaciones. Además, en un 7,81% de las terminales axónicas marcadas (Figs. 32A. B;
33A y 34A) se observaron estructuras no marcadas separadas del axoplasma por dos
membranas, las cuales contenían vesículas claras redondas o pleomórficas; teniendo en
cuenta la morfología de las vesículas, estas estructuras parecen originarse por invaginación
de las terminales sinápticas adyacentes. Ocasionalmente se observó lo contrario: estructuras
marcadas con vesículas, invaginadas en una terminal no marcada, que podrían formarse a
partir de las terminales marcadas adyacentes (Figs. 33 y 34C). Por otra parte, la figura 33A.
detalle 1, muestra una vesícula de endocitosis (mediada por receptor) en el citoplasma de la
terminal que rodea una estructura invaginada, similar a las que se forman en los contactos
sinápticos después de la liberación del neurotransmisor. De aquí se deduce la presencia de
contactos sinápticos entre la terminal axónica y la estructura invaginada. Este tipo de
vesículas también pudo observarse entre terminales adyacentes localizadas sobre dendrita
(Fig. 33A, detalle 2). A veces, el número de interrelaciones entre las temiinales adyacentes
localizadas sobre una dendrita es elevado y, curiosamente, se alternan las terminales de
vesículas redondeadas o pleomórficas (Figs. 31 A, 33, 34C.F, y 35C.G).
Otros ejemplos que sugieren la existencia de relaciones sinápticas complejas entre las
terminales procedentes del RMc y terminales de origen diverso aparecen en las figuras 35D y
36. Ocasionalmente, se observaron terminales marcadas adyacentes una de las cuales estaba
localizada sobre un perfil dendrítico sugiriendo interacciones entre terminales procedentes del
RMc a nivel del vRPO.
3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO COMPARATIVO
Se analizaron las características ultraestructurales de las terminales (marcadas o no
marcadas) en relación con su localización, su estructura postsináptica. su origen o el tipo de
sinapsis establecida, para determinar si estos factores influyen en las mismas. El análisis se
realizó agrupando ios datos procedentes de los diferentes animales, excepto en los casos en
que se detectaron diferencias significativas entre los mismos, ésto es, únicamente, en el
grupo de terminales ubicadas sobre soma y dendrita proximal de neurona marcada (Tabla 5;
Figura 30. Fotografías en el microscopio electrónico de terminales marcadas sobre dendrita
en neuropilo (De). Obsérvese en A cómo la misma dendrita recibe un elevado número de
otras terminales que no proceden del RMc (AT2 a AT8). La flecha transparente indica una
estructura marcada probable invaginación de ATI. En la figura B en cambio se muestra una
dendrita sobre la que se encuentran tres terminales procedentes de RMc (ATI a AT3). Las
puntas de flecha indican sinapsis de tipo asimétrico.

Figura 31. Terminales marcadas adyacentes a dendritas en neuropilo. A: Ejemplo de la
relación compleja que puede establecerse entre diferentes tenninales axónicas próximas.
Obsérvese cómo la terminal asimétrica AT3 se invagina en AT2, con mayoría de vesículas
ovaladas y aplastadas, que a su vez se imbrica sobre la terminal ATI, marcada con BDA, de
vesículas redondeadas. B: Observamos en esta imagen una terminal marcada (AT) en
aposición simultánea sobre dos estructuras postsinapticas no marcadas, en este caso dos
dendritas (Del y 2).

Figura 32. Ultramicrofotografías de terminales axónicas marcadas en cuyo axoplasma se
observan unas estructuras aisladas por doble membrana (señaladas con asteriscos), que
contienen vesículas sinápticas, y que probablemente representan invaginaciones de las
terminales no marcadas adyacentes (AT2), como se puede deducir fácilmente observando la
figura C.

Figura 33. Relaciones sinápticas entre terminales nerviosas. La figura C corresponde a una
ampliación del rectángulo señalado en D, mostrando no sólo la invaginación de la terminal
marcada (ATI) en la terminal próxima (AT2) sino también vesículas de endocitosis entre
terminales nerviosas, que son ampliadas en las figuras A (entre las terminales AT2 y AT5) y
B. Las figuras B y C evidencian la posibilidad de relación sináptica entre una estructura con
vesículas en su interior y limitada por doble membrana (AT3) y la terminal marcada que la
rodea. La figura D muestra la terminal marcada sobre una dendrita de gran diámetro que
recibe una densidad muy alta de terminales nerviosas.

Figura 34. Dibujos esquemáticos de fotografías de microscopía electrónica representando
diferentes modelos de relación sináptica establecida por las terminales marcadas. La
secuencia A a C, correspondiente a diferentes imágenes de terminales, podría representar
una secuencia en el tiempo de cómo una terminal se invaginaría en el axón adyacente. Las
figuras D, E y F muestran terminales marcadas en aposición simultánea sobre distintas
estructuras. Las sinapsis de tipo asimétrico se indican como una barra ancha en la estructura
postsináptica, mientras que las sinapsis de tipo simétrico se representan como dos líneas más
finas paralelas en el punto de contacto.

Figura 35. Continuación de los dibujos esquemáticos de fotografías tomadas en el
microscopio electrónico representando diferentes modelos de relación sinaptica establecida
por las terminales marcadas. La figura A muestra una terminal nerviosa marcada que casi
rodea por completo a la dendrita postsináptica (y cuya imagen corresponde a la figura 25 A).
B, D y E muestran una terminal marcada en aposición sobre distintas estructuras, mientras
que en G se aprecia una dendrita que recibe una terminal marcada y dos no marcadas. C
representa una situación frecuente en que una terminal marcada de tipo asimétrico,
presumiblemente excitatoria, se encuentra junto a una terminal no marcada de tipo simétrico,
presumiblemente inhibitoria. Nuevamente las sinapsis de tipo asimétrico se indican como una
barra ancha en la estructura postsináptica, mientras que las sinapsis de tipo simétrico se
representan como dos líneas más finas paralelas en el punto de contacto.
B
Figura 36. Esta imagen muestra otro tipo de relaciones establecidas por terminales
marcadas. En la figura A, se aprecia una terminal axónica con el trazador BDA (ATI) en
compleja relación con otras terminales axónicas (AT2, 3 y 4) y dendritas no marcadas (Del
y 2). Se marca con un asterisco la estructura marcada con BDA probable invaginación de
ATI en AT4. En la imagen B se observan dos terminales axónicas marcadas con BDA (ATI
y 5) adyacentes a axones no marcados (AT2, 3 y 4).
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descripción de las terminales en el apartado 1), entre área mitocondrial y porcentaje de área
mitocondrial (utilizándose en este caso sólo los datos procedentes de Gl 191 y Gil 97. con la
salvedad del estudio comparativo de las terminales localizadas en un nivel rostral, medio o
caudal, por no existir de otro modo suficiente número de terminales en cada grupo para
efectuar un test paramétrico) y porcentaje de aposición (utilizándose en este caso sólo los
datos correspondientes aG1155yG1191), como se indica en el apéndice estadístico. Se
recuerda que de los cuatro grupos de terminales estudiadas, se han incluido en cada análisis
aquellos grupos donde había un número suficiente de terminaies para realizar los tests
paramétricos (test t de Student no pareado de dos colas y ANO VA).
3.1. Diferencias en función de la localización de la terminal (respecto al lugar de la
inyección o al nivel rostro-caudal del vRPO)
En las terminales situadas sobre las neuronas marcadas, la longitud de aposición
mostró siempre diferencias significativas en función de su localización (Tablu 8). El
porcentaje de aposición mostró diferencias significativas solamente en las terminales
localizadas sobre soma y dendrita proximal. Respecto a las mitocondrias. aunque su
número no experimentró cambios significativos, el área mitocondrial y su porcentaje
relativo presentaron diferencias significativas en función de su localización rostro-caudal y
ello podría deberse a la metodología utilizada. Es decir, a la inclusión en este estudio del
animal G1155 que mostró estas diferencias respecto a los otros dos animales estudiados,
como se ha descrito previamente (Tabla 5) y al número variable de datos procedentes de
cada uno de los animales en los distintos niveles estudiados. En relación con la localización
ipsi-contralateral, solamente el área mitocondrial mostró diferencias significativas en las
terminales localizadas sobre dendritas marcadas del neuropilo.
En cuanto a las características ultraestructurales de las terminales marcadas, sus valores
medios no presentaron diferencias significativas respecto a su localización rostro-
caudal.
3.2. Diferencias en función de la estructura postsináptica
En las neuronas marcadas, no hubo diferencias significativas (con una pequeña
excepción) entre las características ultraestructurales de las terminales localizadas sobre el
soma y las localizadas sobre las dendritas proximales (Tabla 7).
Sin embargo, exceptuando el porcentaje del área mitocondrial, los valores medios de las
características ultraestructurales de las terminales localizadas sobre las dendritas marcadas
mostraron diferencias significativas respecto al diámetro medio de la dendrita
postsináptica (Tabla 7). Estas diferencias, aunque de menor valor, fueron también
observadas en las terminales marcadas sobre dendritas no marcadas.
Tabla 5: Datos cuantitativos de las terminales localizadas sobre neuronas marcadas en el vRPO (que proyectan a RMc):
TAMAÑO TERM MITOCONDRIAS ADHESIÓN %TERM DIÁM DEND




































0,63±0,42 3,67*1,24 l,90±2,33 0,08*0,09"++ 10,53±10,25"'++ l,16±0,56 31,61±9,22
0,64*0,45 3,76±1,42 2,27±2,46 0,13±0,15 17,35±13,79 l,13±0,56 30,09±10,51*
0,65±0,49 3,93±1,56 2,03±2,48 0,12±0,16 15,31*14,62 l,27±0,63 32,79±9,97
0,64±0,44 3,79±l,30 2,17*3,01 0,07±0,09*++ 9,57±10,01"++ 1,36*0,60 35,68*7,40 0,23*0,10
0,73±0,43 3,89±1,25 2,76±3,18 0,15±0,16 17,62±13,15 l,26±0,59 32,22±9,82 0,21±0,06
0,81±0,52 4,44±1,34 3,05±3,31 0,18±0,18 18,67*12,83 1,55*0,53 35,80*8,84 0,23±0,ll
0,71*0,57 3,94±l,70 1,81±2,18 0,ll±0,14 14,06*16,06 0,92±0,63 23,65±10,35
0,63±0,48 3,72±1,38 1,77*2,38 0,12±0,19 13,49±14,03 0,92±0,48 25,72*11,18
0,77±0,53 4,21±1,65 1,96*1,78 0,12*0,14 14,81*12,81 0,96*0,57 22,66*8,79 0,24*0,08
0,70*0,44 4,18*1,35 2,05*2,09 0,14*0,16 17,05*14,18 1,14*0,53 27,95*10,95 0,22*0,10
Las diferencias estadísticamente significativas entre las terminales axónicas de los distintos animales se representan: ': diferencias (dif) entre Gl 155 y Gl 191;
+:difG1155 vs. G1197; *: dif Gl 191 vs. G1197. Un solo símbolo: p<0.05; dos símbolos: p<0.01; tres símbolos: p<0.001.
(Recordemos que el grupo de las terminales con sinapsis sobre dendrita en neuropilo no fue analizado al no poder realizar un test paramétrico)
(Estruct. Postsnp: Estructura postsináptica; Term: Terminal; Snp: Sinápticas; Perím: Perímetro; %ármitac: Porcentaje de áreamitocondrial; Lap: Longitud de aposición; %apos1c: Porcentaje de































































































Las diferencias estadísticamente significativas entre animales en las terminales no sinápticas marcadas sobre dendrita en neuropilo se señalan con el símbolo *.
No se hizo un estudio comparativo sobre las terminales marcadas sobre soma y dendrita proximal debido al escaso número observado.
(Estruct. Postsnp.. Estructura postsináptica; T. o Term: Terminal; Snp: Sinápticas; Perim: Perímetro; 9éármitoc: Porcentaje de área mitocondrial; Lap; Longitud de aposición; %aposic: Porcentaje
de aposición de la terminal; Zona act: Zona activa; % term ap. term. Porcentaje de terminales en aposición con otras terminales; Diám dendpost: Diámetro dendrita postsináptica; Dend: Dendrita.)

























































Las diferencias estadísticamente significativas entre terminales somáticas y dendríticas se señalan con el símbolo ".
0,49*0,29*++ 3,13*1,08"++
0,69*0,52 3,98*1,60
ESTRUCT. Diám dend TAMAÑO TERM
POSTSNP. postsináptica Área(nm2) Perím.
Menos de lum
Term sobre (n=44)
dend en Entre 1 y 2fim
neuropilo de (n=82)













































Las diferencias estadísticamente significativas entre las terminales localizadas sobre dendritas de diferente diámetro se representan: ': diferencias (dif)
<1 vs. l-2nm; +: dif <lnm vs. >2\im ; *: dif entre tenninales sobre dendrita entre l-2^m vs. >2iim. Un solo símbolo, en negro: p<0.08; en magenta:
p<0.05; dos símbolos: p<0.01; tres símbolos: p<0.001.
(Estruct. Postsnp.: Estructura postsináptica; T o Term: Terminal; Snp: Sinápticas; Pertm: Perímetro; % ár mitoc: Porcentaje de área mitocondrial; Lap: Longitud de aposición;
%aposic: Porcentaje de aposición de la terminal, Zona act: Zona activa; Dend: Dendrita.)
























Lap (\im) %aposic POST
1,24*0,59"
1,06*0,57
Denden Ipsilateral 0,72±0,57 3,99±l,70 2,03±2,33
neuropilo de (n=147)
neur marc Contralat. 0,64±0,50 3,69±1S44 l,47±2,08
(n=106)





























































































Las diferencias estadísticamente significativas entre las terminales localizadas en los diferentes niveles del vRPO se representan: '; diferencias (dif)
rostral/medio; +: dif rostral/caudal; *: dif medio/caudal. Un solo símbolo: p<0.05; dos símbolos: p<0.01; tres símbolos: p<0.001.
(Estruct. Postsnp.: Estructura postsináptica; Term: Terminal; Perím: Perímetro; % ár mitoc: Porcentaje de área mitocondrial; Lap. Longitud de aposición; %aposic\ Porcentaje de
aposición de la terminal; Diám denápost: Diámetro dendrita postsináptica; Dend: Dendrita.)
Tabla 9: Análisis comparativo entre las terminales procedentes del RMc y las terminales de origen diverso:
ORIGE.N DE Grupo de TAMAÑO TERM MITOCONDRIAS ADHESIÓN MAM
LATEKM terminales Área Cum2) Pírím (umj Número Área Í[im2) %ármrtoc Lap (|imj % aposic Zona aelrum. DENDPQST
T.snp v rosno.
Term sobre
Diverso dend marc 0,69±0,54" 3,87±1,ÓCT 1,79±2,24# 0, l l±0,16 I3,87±15,4I O,92±Q,58"# 24,32±10,65" 2,06±l,l<r
(n=253)
Term marc




Diverso dend marc 0,75*0,51* 4,20*1,56* 1,98*1,86* 0,13*0,14 15,46*13,15 1,02*0,56* 24520±9,69 0,23*0,09 1,84*1,11
(n=46)
Term marc
sobre dend 1,10*0,95 5,06*2,06 3,15*3,22 0,18±0,18 15,97*10115 l,24±0,54 25,30*8 71 0,27*0,10 1,78*0,97
(0*65)
RMc
Las diferencias estadísticamente significativas entre las terminales de origen diverso y las terminales cuyas neuronas de origen se sitúan en RMc se
señalan con el símbolo \
(Estruct. Postsnp,: Estructura postsináptica; T o Term: Terminal; Snp: Sinápticas; Perim: Perímetro; % ár mi toe: Porcentaje de áreamitocondrial; Lap: Longitud de aposición;
%aposic: Porcentaje de aposición de la terminal; Zona act: Zona activa; Diám dendpost: Diámetro dendrita postsináptica, Dend: Dendrita.)
Tabla 10: Datos de caracterización cuantitativa y cualitativa de las terminales en ñinción del tipo de contacto sináptico que establecen:
ESTRUCT. TIPO DE TAMAÑO TERM































La clasifícación simétrica/asimétrica se ha realizado teniendo en cuenta solamente la presencia o ausencia de densidad citoplasmática en la estructura
postsináptica. Las diferencias entre los distintos tipos de terminales se representan: ': diferencias (dif) entre terminales simétricas (sim) y asimétricas
(asim); +: dif sim vs. no existe; * :dif asim vs. no existe. Un solo símbolo: p<0.05; dos símbolos: p<0.01; tres símbolos: p<0.001.
(Estruct. Postsnp,: Estructura postsináptica; Term: Terminal; Pertm: Perímetro; % ár mitoc: Porcentaje de área mitocondrial; Lap: Longitud de aposición; Dend: Dendrita)
Figura 37. Diagramas de correlación entre área mitocondrial, (a la izquierda), longitud de
aposición, (a la derecha), y el área de las terminales axónicas. Se muestran en gráficas
independientes las terminales sobre los distintos grupos de terminales: sobre soma y dendrita
proximal de neurona marcada (soma,rt), sobre dendrita marcada en neuropilo (dend, rt) y las
terminales marcadas sobre dendrita en neuropilo (dend, at).













- \ A : w « •••
r=0.50









3.3. Diferencias entre las terminales procedentes del RMc y las terminales de origen
diverso localizadas sobre las neuronas marcadas
Al comparar ambos tipos de terminales, se detectaron diferencias significativas
entre los valores medios de la mayoría de sus características ultraestructurales (excepto
en el área mitocondrial y en su porcentaje relativo) (Tabla 9). Las diferencias fueron
menores entre las terminales que formaban sinapsis en el plano de corte.
3.4. Diferencias en función del tipo de contacto establecido (sinapsis simétrica, asimétrica
o ausencia de sinapsis en el plano de cortel
Este tipo de análisis sólo se hizo en las terminales localizadas sobre soma y dendrita
proximal de las neuronas marcadas (Tabla 10), ya que era el único grupo que tenía
suficientes terminales sinápticas para ello. La única diferencia significativa observada, entre
las terminales que formaban sinapsis simétrica o asimétrica, fue su tamaño, que era
superior en el caso de las terminales simétricas. Sin embargo, las diferencias
ultraestructurales entre las terminales que formaban sinapsis y las que no lo hacían eran
superiores (Tabla 10).
3.5. Estudio de correlación entre diferentes características de los distintos grupos de
terminales:
Aunque este estudio pertenece aun análisis estadístico descriptivo, se ha incluido en este
apartado. Los diagramas se muestran en la figura 37.
Existe una correlación importante entre el área mitocondrial y el área axonal en los
distintos grupos de terminales, indicando que el área ocupada por las mitocondrias es una
característica morfológica que depende del tamaño de la terminal. La correlación entre el área
axonal y la longitud de aposición fue más baja en todos los casos. En el resto de las
características ultraestructuras la correlación fue muy baja.
4. RESUMEN DE LAS CONEXIONES RECÍPROCAS ESTABLECIDAS
ENTRE EL RMc Y EL vRPO,
El esquema de la figura 38 representa un resumen de algunos de los principales resultados
obtenidos en este trabajo:
Las neuronas marcadas retrógradamente constituyen una población muy heterogénea. Su
tamaño, morfología y la frecuencia de las terminales localizadas sobre el soma y las dendritas
Figura 38. Representación esquemática de las relaciones recíprocas establecidas entre
vRPO y RMc. En verde, las neuronas marcadas retrógradamente en vRPO y en amarillo las
neuronas de RMc que envían sus axones de proyección hasta vRPO (recordemos que las
inyecciones del trazador neuronal se efectuaron en RMc). Obsérvese cómo neuronas de una
gran variedad morfológica reciben (lado derecho: grandes, medianas y pequeñas) y envían
(lado izquierdo de la figura: medianas y pequeñas) conexiones desde y hacia RMc. Nótese
también cómo algunas de las terminales nerviosas marcadas observadas podrían
corresponder a dendritas de neuronas de proyección a RMc o a colaterales axónicas.
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proxímales mostraban una gran variabilidad. Curiosamente algunas neuronas de proyección
eran muy pequeñas.
Ocasionalmente, dendritas marcadas retrógradamente formaban sinapsis sobre algunas
neuronas del vRPO.
Algunas de las neuronas marcadas retrógradamente recibían sobre el soma y las dendritas
terminales marcadas anterógradamente.
Las terminales marcadas anterógradamente estaban localizadas sobre el soma y las dendritas
proximales de neuronas con tamaño y morfología muy variable además de sobre las
dendritas de diámetro intermedio y pequeño; estas terminales formaban ambos tipos de
sinapsis, asimétricas y simétricas.
Existen relaciones sinápticas complejas entre las terminales marcadas, las terminales no
marcadas y las dendritas del vRPO. Algunas terminales marcadas, localizadas sobre
dendritas, presentaban invaginaciones de su membrana producidas por las prolongaciones de
terminales sinápticas adyacentes y no marcadas. La presencia de vesículas de endocitosis





Como se ha indicado en la introducción, no existen antecedentes en la literatura
acerca de las características ultraestructurales de las conexiones entre el vRPO y el
RMc. Sí existen estudios a nivel de microscopía óptica de las conexiones entre estos
dos núcleos con los que nuestros hallazgos están de acuerdo en líneas generales.
Luppi y col. (1988) estudiaron las conexiones entre vRPO y RMc utilizando toxina
colérica como trazador y Reinoso-Suárez y col. (1994) y Lai y col. (1999) utilizando
peroxidasa conjugada a la aglutinina de germen de trigo (HRP-WGA). Luppi y col.
(1988) y Lai y col., (1999) hicieron las inyecciones en la formación reticular bulbar y
Reinoso-Suárez y col. (1994) en el vRPO. Como señalan Luppi y col. (1988) y
Reinoso-Suárez y col. (1994) encontramos que estas conexiones son bilaterales con
una preponderancia de las ipsilaterales. En el estudio de Lai y col. (19991 también
describen conexiones bilaterales y, aunque resaltan la importancia de las conexiones
contralaterales, insisten en el hecho de que las conexiones desde la parte caudal del
núcleo reticular oral del puente son más abundantes en el lado de la inyección. Es en
esta parte caudal del vRPO donde nosotros hemos encontrado el mayor número de
neuronas marcadas en el lado de la inyección bulbar.
I, Consideraciones metodológicas
1. Lugar de inyección
Los tres gatos utilizados para este estudio tuvieron inyecciones localizadas
significativamente en RMc, si bien en todos los casos se extendieron a la oliva inferior
y en el trayecto de la inyección se extendieron al núcleo reticular bulbar
gigantocelular. En el primer caso, la inyecciones en la oliva inferior, no creemos que
hayan contaminado nuestros resultados, ya que esta formación no mantiene
conexiones aferentes ni eferentes con el vRPO (Reinoso-Suárez y col.. 1994). La
participación del núcleo reticular bulbar gigantocelular sí podría contaminar nuestros
resultados ya que él sí tiene conexiones bidireccionales con el vRPO (Reinoso-Suárez
y col., 1994), pero su participación ha sido en todos los casos escasa y. por otra
parte, este núcleo está también funcionalmente implicado en los mecanismos de atonía
durante el sueño REM de los que se ocupa el RMc. Igualmente conocemos que el
vRPO proyecta hasta las láminas I, II, VII y VIII de los segmentos cervicales,
superiores torácicos (Matsuyama y col., 1997), lumbares y sacros (Matsuyama y
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col., 1999), atravesando sus axones el bulbo, por lo que podrían contaminarse por la
inyección en RMc. Sin embargo ello no es posible porque atraviesan el bulbo
raquídeo en una situación medial y dorsal, por el fascículo longitudinal medial, lejos
del lugar de la inyección del trazador en el RMc y del paso de la aguja de inyección.
Por otro lado el tamaño de nuestras inyecciones permitió una adecuada captación
del trazador por parte de los somas neuronales y terminales axónicas del área
inyectada, y a pesar de que el depósito principal del mismo tuvo una localización algo
diferente dentro del RMc en los distintos animales (medial en Gil55, lateral en
Gl 191 y central en G1197), apenas existieron diferencias significativas en los
resultados obtenidos como hemos observado en el capítulo anterior.
2. Trazadores
Tanto el BDA como el HRP-WGA han sido profusamente utilizados para el
estudio de las conexiones nerviosas entre diferentes regiones del sistema nervioso
central, tanto a nivel de microscopía óptica como electrónica.
La peroxidasa ha sido principalmente utilizada para el trazado de conexiones
aferentes al lugar de inyección, ésto es, para el estudio de las neuronas que proyectan
hacia la zona en que se efectúa el depósito del trazador, como ha sido nuestro caso.
Aunque pretendimos en principio hacer un estudio de las fibras marcadas
anterógradamente desde RMc en vRPO, probablemente como consecuencia de
nuestro sistema de revelado, ultraestructuralmente sólo hemos podido apreciar un
escaso número de terminales marcadas en el vRPO. Hemos conseguido una mayor
sensibilidad en el mareaje retrógrado de las neuronas del vRPO mediante la utilización
de TMB en el revelado en lugar de la diaminobenzidina (Mesulam, 1978).
La utilización de un trazador como el BDA, especialmente inyectado mediante
presión, nos ha permitido obtener simultáneamente un abundante mareaje de neuronas
(transporte retrógrado) y de fibras (transporte anterógrado) (Rajakumar y col.. 1993).
En las neuronas marcadas retrógradamente el trazador aparece en todo el árbol
dendrítico, a diferencia del trazado con HRP-WGA, en que los cristales sólo aparecen
a nivel de soma y dendritas proximales. Uno de los posibles riesgos de la utilización
del dextrano como trazador es el del mareaje de colaterales de neuronas marcadas. El
hecho de que un determinado porcentaje de las terminales marcadas anterógradamente
tenga este origen es una posibilidad que no podemos descartar, más aun cuando la
intensidad de trazador acumulado en las terminales axónicas estudiadas fue. aunque
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no significativamente, diferente en alguna de ellas. Por otro lado, la intensidad de su
mareaje hacía difícil en algún caso la identificación del tipo de vesículas y
especialización sináptica de la terminal.
3. Estudio ultraestructural
A la hora de analizar los resultados, como se ha señalado previamente, todo
abordaje científico experimental tiene sus limitaciones. Debido a que un análisis
seriado de las estructuras es incompatible con un tamaño de muestra adecuado para
caracterizar las relaciones entre ambos núcleos, hemos optado por realizar un estudio
ultraestructural no seriado. En relación con la frecuencia sináptica de algunas de las
neuronas marcadas, se observaron distintos niveles de corte de la misma neurona.
Por lo tanto, los resultados obtenidos derivan de un estudio bidimensional de las
terminales, condicionado éste por el plano de corte. Aunque, debido al número
elevado de terminales estudiadas, se pueden deducir datos importantes relacionados
con: 1) la variedad de sus características ultraestructurales; 2) su amplia distribución;
3) la complejidad de relaciones establecidas con el soma neuronal y el neuropilo que le
rodea. Sin embargo, un análisis seriado podría revelar nuevas características de las
complejas relaciones sinápticas establecidas por las terminales procedentes del RMc.
en el vRPO.
También es imprescindible recordar que existen determinados parámetros (como la
forma de las vesículas o el tipo de contacto sináptico establecido) que pueden
depender del método de fijación o del plano de corte. Respecto al estudio cuantitativo,
hay que tener en cuenta la retracción del tejido debido a los métodos de fijación y de
inclusión utilizados. Aunque algunos autores no corrigen estos valores (Pierce and
Mendell, 1993), considerando que la retracción producida por el glutaraldehído se
compensa con la expansión producida en el material marcado con HRP e incluido en
resina (Hillman and Deutsch, 1978; Órnung and Ulfhake, 1990).
A pesar de que hemos de tener presentes las limitaciones anteriormente descritas, el
amplio material estudiado y la sistemática de elección en el mismo desde todas las
zonas del tegmento pontino ventral oral, nos permite hablar de una aproximación
cuantitativa a la organización sináptica del vRPO en su relación con RMc.
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II. Conexiones entre vRPO y RMc
1. Neuronas del vRPO que proyectan al RMc. Trazado retrógrado.
Aunque había neuronas marcadas retrógradamente a través de toda la extensión
rostro-caudal del vRPO, la mayoría de ellas se localizó en sus porciones caudales.
Ésto se corresponde con el orden general descrito en la formación reticular: es decir,
el mayor número de las neuronas que proyectan desde el vRPO al bulbo se sitúa de
modo que el trayecto sea el más corto posible.
Las neuronas marcadas retrógradamente forman una población heterogénea y se
parecen a las neuronas (tipos I y II) caracterizadas electrofisiológicamente. en el
vRPO de la rata (Núñez y col., 1997). Las neuronas marcadas, con escasas dendritas
primarias localizadas en polos opuestos del soma y de tamaño pequeño o intermedio.
son similares a las neuronas tipo II; mientras que las neuronas marcadas multipolares.
con mayor número de dendritas primarias localizadas en diferentes lugares del soma y
mayor tamaño, suelen parecerse a las neuronas tipo I, De acuerdo con Núñez y col.
(1997), las propiedades electrofisiológicas de la membrana son diferentes en ambos
tipos de neuronas. Nuestros resultados muestran que las neuronas similares a las
células tipo II, no sólo reciben pocas terminales axónicas sino que su frecuencia
(número de terminales axónicas por lOOum de membrana) suele ser baja. Sin
embargo las neuronas de mayor tamaño, la mayoría de las cuales se parecen a las
células tipo I, reciben un alto número de terminales cuya frecuencia es generalmente
alta. Ello indica una gran convergencia de información sobre las neuronas
multipolares de mayor tamaño que proyectan al RMc; dichas neuronas probablemente
son importantes en la integración de información funcionalmente diversa. Además el
número de terminales axónicas por unidad de longitud neuronal es un importante
parámetro para determinar la capacidad de respuesta de las neuronas a los estímulos
recibidos. De todo lo anterior se deduce que, aunque hay excepciones, algunas
características fisiológicas de las neuronas del vRPO podrían estar relacionadas con
sus características morfológicas; es posible que haya alguna relación entre las
diferentes propiedades de membrana observadas en los tipos celulares I y II y su
frecuencia sináptica. Aunque para poder asegurar esta hipótesis es necesario estudiar
la frecuencia sináptica de las neuronas que han sido registradas
electrofisiológicamente. Por otra parte neuronas del mismo grupo morfológico
(multipolares o bipolares), que muestran una frecuencia similar de terminales axónicas
sobre el soma, presentan diferencias respecto a la proporción de los distintos tipos de
terminales (con vesículas redondeadas u ovaladas; sinapsis simétricas o asimétricas)
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que reciben. Estas diferencias son difíciles de discutir debido a la gran variabilidad de
los parámetros observados, pero podrían explicar la existencia de subgrupos celulares
con diferentes conexiones sinápticas y funciones específicas. Es decir, podrían
explicar algunas diferencias de comportamiento electrofísiológico en neuronas que
forman parte de un mismo grupo morfológico, como las neuronas tipo II del vRPO; el
73.7% de las mismas son depolarizadas mientras que el resto son hiperpolarizadas.
por activación de los receptores muscarínicos post-sinápticos. Sin embargo, hay que
considerar que la actividad electrofisiológica de una neurona depende no solamente
del tipo, distribución y frecuencia de terminales sinápticas que recibe sino de otros
muchos factores, como la distribución y densidad de sus receptores y canales iónicos
(Mainen y Sejnowski, 1996). La discusión de nuestros resultados respecto a otras
regiones de la formación reticular es difícil debido a los pocos datos existentes y a los
diferentes criterios utilizados (Bowsher and Westman, 1970). Sin embargo, nuestros
resultados son comparables a los obtenidos en otras regiones del sistema nervioso. En
la médula espinal, la frecuencia sináptica es una característica morfológica que
identifica distintos tipos de neuronas. Por ejemplo, las a-motoneuronas (soma
poligonal, grande y abundantes orgánulos citoplasmáticos) se diferencian de las y-
motoneuronas (soma oval o fusiforme, generalmente más pequeño) por su mayor
frecuencia sináptica (Destombes y col., 1992). En las motoneuronas de los ganglios
simpáticos la densidad de los botones axosomáticos está relacionada principalmente
con el tamaño del soma (Gibbins y col., 1998). Por otra parte, las a-motoneuronas
también se diferencian de las y-motoneuronas por el aspecto del nucléolo; mientras las
primeras tienen un nucléolo vacuolado, las segundas muestran un nucléolo compacto
(Destombes y col., 1992). En el vRPO, las grandes neuronas multipolares mareadas
muestran un nucléolo grande que puede estar vacuolado, pero también muestran
nucléolos compactos igual que el resto de neuronas marcadas. Esto es lógico, ya que
las variaciones observadas en la estructura nucleolar están relacionadas con los
cambios producidos en el metabolismo del ARN y en la actividad sintética de las
proteínas (Goessens, 1984). Una relación entre el nivel de actividad de las neuronas y
la ultraestructura de los nucléolos ha sido descita en el núcleo supraóptico (Lafarga y
col., 1991). Finalmente, del presente trabajo se deduce que las neuronas del vRPO
que proyectan al RMc carecen de características ultraestructurales específicas que las
diferencien del resto de neuronas del vRPO (de la Roza y Reínoso-Suárez. 2000).
Ésto contrasta con otras regiones del sistema nervioso central (SNC) donde las
neuronas que proyectan a una zona determinada muestran características morfológicas
distintas (tamaño, forma del núcleo, retículo endoplásmico y frecuencia sináptica) a
las de las neuronas vecinas (Ingham y col., 1985).
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Aunque algunos perfiles marcados tienen caractensticas ultraestructurales
(cisternas de retículo endoplásmico cuyos ribosomas no se ven con claridad debido al
precipitado de la reacción, muy pocas vesículas sinápticas pleomórficas agrupadas en
racimos junto a la membrana y ausencia de densidad postsináptica) que sugieren ser
dendritas presinápticas, sólo ocasionalmente se ha observado con claridad una
terminal dendrítica estableciendo sinapsis sobre una neurona. Por lo tanto,
ocasionalmente, algunas de las neuronas del vRPO que proyectan al RMc establecen
contactos sinápticos (a través de sus dendritas) sobre neuronas del vRPO.
Precisamente algunas de las neuronas marcadas retrógradamente eran bipolares y
pequeñas parecidas a las clásicas interneuronas gabérgicas, observadas en otras
regiones del SNC. Además, algunas neuronas marcadas del vRPO reciben terminales
marcadas (en aposición o formando sinapsis); estas terminales podrían originarse
desde axones colaterales de neuronas del vRPO que proyectarían al RMc. Esta
hipótesis vendría reforzada por la presencia, en el vRPO, de neuronas bipolares con
axones colaterales (Núñez y col., 1998). Las neuronas del vRPO, que proyectarían
simultáneamente a otras neuronas del vRPO (mediante terminales dendríticas o
axónicas) y al RMc, podrían sincronizar la actividad de ambos núcleos. Esta
sincronización desempeñaría un papel clave en el proceso de atonía muscular. Pero las
terminales axónicas marcadas también podrían proceder del RMc.
Esta segunda hipótesis implica un sistema de regulación mutua entre ambos
núcleos. Es decir la misma neurona del vRPO que envía sus axones al RMc. estaría
recibiendo aferencias desde este mismo núcleo que modularían su actividad. Ya que
las sinapsis simétricas han sido relacionadas en otras regiones del SNC con sinapsis
inhibidoras (Peters y col., 1991), si estas terminales tuvieran este comportamiento, el
RMc regularía la actividad de algunas de las neuronas de proyección del vRPO. a
través de un circuito de retroalimentación negativo. Sin embargo, no todas las
neuronas que proyectan al RMc recibirían este tipo de regulación, ya que sólo 4 de las
17 neuronas estudiadas ultraestructuralmente muestran las características citadas. Si
bien hay que recordar nuevamente que debido a las características de nuestro estudio
estamos infravalorando esta proporción.
En resumen, las terminales axónicas y dendríticas marcadas localizadas sobre
neuronas (marcadas o no) de distinta morfología sugieren la existencia de distintos
circuitos complejos entre las neuronas del vRPO y del RMc. que regularían la
actividad coordinada de ambos núcleos. Por otra parte, estos resultados sugieren que
algunas neuronas del vRPO no solamente envían información al RMc sino que
también intervendrían en el procesamiento de la información local.
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Algunas terminales sinápticas descritas en este trabajo estaban rodeadas por
prolongaciones astrocíticas que le separaban del resto del neuropilo. El papel
desempeñado por los astrocitos es muy variado (Fields y Steven. 2000): entre otras
funciones, actúan como una barrera química que regula la concentración de iones y
neurotransmisores liberados en el espacio que rodea a la terminal. Concretamente, los
astrocitos pueden intervenir en la captación del glutamato liberado en las sinapsis
glutamatérgicas (Araque y col., 1999). El hecho de que disminuya el porcentaje de
terminales rodeadas por glía desde las dendritas proximales hasta las dendritas distales
podría estar relacionado con diferencias en la retirada del glutamato de la hendidura
sináptica; ésta podría ser una de las causas que influyan en el aumento de la fuerza
sináptica en función de su distancia al soma (Spruston, 2000). La presencia de
terminales glutamatérgicas en el vRPO ha sido sugerida en trabajos previos (Reinoso-
Suárezycol, 1994; Rodrigo-Ángulo y col., 1997; Núñez y col, 1998) y es posible
que, desde el soma hasta las dendritas distales, aumente la proporción de terminales
glutamatérgicas ya que aumenta el porcentaje de terminales sinápticas asimétricas (de
la Roza y Reinoso-Suárez, 2000). Recientemente se ha demostrado que los astrocitos.
in vitro, aumentan el número de sinapsis maduras en el SNC y son necesarios para el
mantenimiento y estabilización de las sinapsis (Ullian y col., 2001).
El hecho de que la posición, tipo y tamaño de las neuronas marcadas sean similares
en los animales inyectados con diferentes trazadores, nos hace pensar que no se
produjo una captación selectiva de un trazador concreto, por parte de determinados
axones terminales en el lugar de la inyección. Esta posibilidad ha sido descrita en
algunas vías para la peroxidasa conjugada a la aglutinina de germen de trigo (Brushart
y Mesulam, 1980), si bien esta hipótesis es minimizada en nuestros experimentos al
utilizar una mezcla de HRP-WGA con peroxidasa libre (Mesulam. 1982).
Es interesante el hallazgo de una neurona no marcada junto al soma de una neurona
marcada. Aunque en aumentos pequeños las membranas de ambas neuronas parecían
estar muy próximas, la observación a mayor aumento reveló la existencia de una
prolongación glial muy fina entre ellas; en ningún corte estudiado se observó contacto
alguno entre ambas membranas. Sin embargo no parece que esta situación sea debida
al azar (en el vRPO hay un número pequeño de neuronas que suelen estar dispersas)
por lo que debía de existir algún tipo de relación/comunicación entre ambas que
nosotros desconocemos. La existencia de oligodendrocitos adyacentes a neuronas
marcadas podría tener implicaciones metabolicas, si bien como ha sido descrito por
Purves et al., 1987, éstos no se encuentran junto a las neuronas de un modo
permanente, sino que su posición puede variar con el tiempo.
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2. Proyecciones del RMc hacia vRPO. Trazado anterógrado.
Las terminales axónicas marcadas se encontraron localizadas, en toda la extensión
rostro-caudal del vRPO, sobre el soma y dendritas proximales de neuronas con
tamaño y morfología variable, además de sobre dendritas intermedias y pequeñas.
Estos resultados demuestran una influencia directa del RMc sobre la actividad de
algunas neuronas del vRPO, en diferentes lugares de la superficie neuronal. Algunas
de las neuronas receptoras podrían ser interneuronas, por su tamaño pequeño y
apariencia bipolar, de modo que el RMc podría actuar a través de ellas en los circuitos
locales del vRPO. Otras neuronas receptoras serían de proyección y enviarían la
información procedente del RMc a otros núcleos, después de procesarlas
conjuntamente con el resto de aferencias que recibe. De nuestros datos también se
deduce que la proyección desde el RMc es altamente divergente, ya que modularía la
actividad de un grupo heterogéneo de neuronas, localizadas en toda la extensión del
vRPO. Sin embargo, la proporción de las terminales procedentes del RMc sobre las
neuronas del vRPO, suele ser baja respecto a las terminales de otros orígenes.
Nuestros resultados muestran escasos cuerpos neuronales con terminales procedentes
del RMc. Ésto puede deberse a que ambos son poco frecuentes en el vRPO.
Aunque las terminales procedentes del RMc estaban localizadas sobre dendritas de
distintos tamaños, mostraban preferencia por las dendritas de tamaño intermedio.
Algunos autores han considerado que la localización de una terminal sobre la
superficie neuronal es un factor importante que influye en la propagación del potencial
de acción (Shepherd y Koch, 1990); es decir, las sinapsis sobre las dendritas
proximales e intermedias serían más eficaces que las situadas sobre las dendritas
distales. Sin embargo, trabajos recientes sugieren que la dependencia local de la
eficacia sináptica es mínima. Concretamente, en las neuronas piramidales del
hipocampo, todas las sinapsis parecen tener la misma habilidad para iniciar los
potenciales de acción independientemente de su localización en el árbol dendrítico
(Magee y Cook, 2000). Estos autores demuestran que la fuerza sináptica aumenta en
función de la distancia del soma, aunque los mecanismos responsables no están
claros. Entre las posibles causas podrían considerarse el número de vesículas
liberadas, número de receptores postsinápticos, alteraciones en la captación de
neurotransmisor desde la hendidura sináptica o propiedades físicas de la membrana
(Spruston, 2000). De acuerdo con Cook y Johnston (1997), el efecto de cualquier
sinapsis en la integración final depende de su nivel de uso y no de su localización.
Además, el estado de actividad de las redes neuronales parece influir en la selección
de las aferentes que recibe. Es decir, cuando las motoneuronas están en reposo, las
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mismas aferencias sinápticas son procesadas de forma similar independientemente de
la rama dendrítica que los recibe y tienen efectos similares sobre la descarga neuronal:
pero, cuando la motoneurona está excitada discrimina las aferentes, seleccionando las
mas próximas e ignorando las más distales (Korogod y col., 2000). Si algo similar
ocurriese en el vRPO, los mensajes procedentes del RMc serían siempre
seleccionados en las neuronas con aferentes localizadas en sus dendritas proximales.
Aunque, cuando las neuronas estuviesen altamente excitadas, la influencia del RMc
sobre el vRPO sería menor ya que sólo se seleccionarían las aferencias próximas al
soma.
Las terminales marcadas localizadas sobre las dendritas solían tener terminales no
marcadas adyacentes, que podían formar contactos de tipo simétrico o asimétrico
sobre la misma dendrita. Dichas terminales estarían en una posición ideal para
aumentar o reducir la información que llega al vRPO. Estos datos también sugieren
que la misma información procedente del RMc podría tener diferentes efectos sobre
las neuronas del vRPO, dependiendo de la naturaleza y actividad de sus terminales
adyacentes.
Por otra parte, las invaginaciones entre las terminales marcadas y no marcadas y
las vesículas de endocitosis (similares a las formadas en las sinapsis después de la
liberación del neurotransmisor) observadas en las mismas, sugieren relaciones
sinápticas entre ellas. En estas relaciones, el perfil invaginado parece ser el
postsináptico ya que la vesícula de endocitosis ha sido observada en el citoplasma de
la terminal que le rodeaba. La función de estas vesículas es reciclar la membrana de
las vesículas sinápticas en la terminal nerviosa (Heuser, 1989; Cremona y De Caniilli.
1997) y en su formación intervienen un complejo molecular de clatrina (Schmid.
1997; Gad y col, 2000) y un conjunto diverso de proteínas (Schmid y col.. 1998:
Brodin y col., 2000). Respecto a la naturaleza de los perfiles invaginados hay dudas
ya que su forma es similar a las espinas dendríticas sin cuello descritas en el
hipocampo (Lim y col., 1997), pero tienen vesículas en vez del aparato de espina y
las terminales de donde proceden no tienen ribosomas. De acuerdo con Iünsky y col.
(1997) y Kultas-Ilinsky y col. (1997) las espinas de las dendritas presinápticas tienen
vesículas y dichas dendritas, cuando son distales, suelen no tener ribosomas. La
ausencia de ribosomas en perfiles postsinápticos con vesículas ha sido observado en
dendritas presinápticas del tálamo (Ohara y Lieberman. 1993; Sato y col.. 1996).
Aunque algunas de las imágenes observadas en el vRPO son similares a las espinas
dendríticas descritas en el tálamo (Illinsky y col.,1997; Kultas-Ilinsky y col., 1997).
es probable que dichos perfiles sean terminales axónicas que muestran en esta región
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características específicas. Pero, de acuerdo con la bibliografía consultada, en el SNC
no se han descrito terminales axónicas con apéndices bulbares que producen
invaginaciones profundas en las terminales adyacentes. En el caso de que se tratara de
dendritas presinápticas, ello implicaría que las terminales procedentes del RMc
actuarían sobre algunas neuronas del vRPO directamente e indirectamente a través de
las interneuronas. La inclusión de perfiles postsinápticos en el botón presináptico ha
sido también observada en las aferentes talámicas de las capas V (Anderson y col..
1998) y VI de la corteza cerebral del mono (Freund y col., 1989), en los axones Y del
área 18 en gatos monoenucleados (Friedlander y col, 1991) y en las fibras musgosas
del hipocampo (Chicurel y Harris, 1992). De acuerdo con éstos autores, dicha
disposición podría incrementar la concentración del neurotransmisor en la región que
rodea la sinapsis y así incrementar la probabilidad de activación de los receptores
postsinápticos.
Las terminales axónicas marcadas establecían sinapsis de ambos tipos, asimétrico y
simétrico. Sin embargo el número de sinapsis asimétricas era superior sugiriendo una
proyección excitatoria desde el RMc. Los contactos de tipo simétrico, menos
abundantes, podrían deberse a: 1) colaterales de neuronas del vRPO que han sido
marcadas retrógradamente, o de fibras de paso dañadas en el lugar de la inyección; y
2) la existencia de dos vías desde el RMc hacia el vRPO, de modo que diferentes
poblaciones de neuronas, utilizando distintos neurotransmisores. desde formación
reticular bulbar medial dieran lugar a varios tipos de contacto sináptico en el tegmento
pontino ventral oral.
En resumen, la gran variedad de estructuras postsinápticas a las terminales
marcadas y las relaciones ultraestructurales observadas entre ellas sugieren la
presencia, en el vRPO, de amplios campos receptores de la información procedente
del RMc que sería procesada localmente de forma compleja. Además, dicha
información podría ser modificada, en los diferentes estados del ciclo vigilia-sueño,
de acuerdo con la actividad de las neuronas o terminales nerviosas del vRPO
relacionadas con ellas. Esta hipótesis apoya la idea del principio de multiftmcionalidad
de un circuito básico.
La distribución de las aferencias externas sobre las neuronas ha sido estudiada, en
diferentes regiones del SNC, con el fin de conocer los mecanismos que controlan y
regulan su actividad. Hay una abundante bibliografía sugiriendo que la distribución de
las aíerencias sobre la superficie neuronal parece estar relacionada con el origen de
dichas terminales (Ralston, 1994a,b; Steriade y col.. 1997; Keifer y Lustig. 2000); es
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decir, las terminales procedentes de la corteza cerebral se localizan fundamentalmente
sobre las dendritas distales mientras las procedentes de las vías aferentes específicas
(núcleos cerebeíosos u otras estructuras subcorticales) forman sinapsis sobre las
dendritas proximales. Sin embargo, trabajos recientes han descrito que las aferencias
procedentes de una determinada región se distribuyen ampliamente sobre el árbol
dendrítico de las neuronas postsinápticas (Bevan y col., 1997) igual que ocurre en el
vRPO.
Si bien la mayor parte de los axones marcados eran botones terminales, en algunas
ocasiones fue posible identificar botones enpassant; a veces, aparecían dos terminales
marcadas relativamente próximas que probablemente procedían de un sólo axon. La
mayoría de las relaciones sinápticas establecidas, entre botón aferente marcado y
dendrita, es simple (relación 1/1). Solamente el 3,12% de las terminales marcadas
estaba localizado sobre dos dendritas y, en un caso, sobre una dendrita y un cueipo
neuronal; esta proporción puede deberse al estudio no seriado utilizado.
Es de destacar también la frecuente presencia de una cisterna postsináptica de
retículo endoplasmático en el caso de las terminales marcadas sobre soma, lo cual las
diferenciaba de los otros grupos de terminales. Otro de los orgánulos postsinápticos
observados fue una mitocondria. Las mitocondrias parecen desempeñar un papel
importante en la homeostasis del calcio neuronal (Budd y col.. 1996). Recientemente
se ha sugerido que la captación de calcio por la mitocondria es un mecanismo
importante para retirar el calcio después de repetidos potenciales de acción (Peng.
1998). Finalmente, los taxi bodies son orgánulos postsinápticos en algunas terminales
asimétricas y su significado funcional no está claro. En cualquier caso en nuestro
estudio hemos encontrado unos bajos porcentajes de terminales asimétricas con taxi
bodies, si bien éstos aparecieron también en un 7,5% de las terminales asimétricas
procedentes del RMc sobre dendrita, aunque ignoramos lo que ésto pueda significar.
3. Estudio comparativo
Aunque las características ultraestructurales de las terminales procedentes del RMc
son ampliamente variables, sus valores medios: a) son similares entre animales y
respecto a su localización rostro-caudal; b) varían significativamente respecto al
diámetro medio de sus dendritas postsinápticas, con algunas excepciones. De aquí se
deduce que algunas características morfológicas de estas terminales deben estar en
cierto modo relacionadas con su posición en el árbol dendrítico. También, en la
población general de las terminales que forman sinapsis en el vRPO, algunas de sus
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características ultraestructurales muestran una relación lineal con el diámetro de la
dendrita postsináptica (de la Roza y Reinoso-Suárez, 2000). Los resultados del
presente trabajo igualmente pueden compararse con los descritos por Pierce y Lewin
(1994). De acuerdo con estos autores, las características morfológicas de los botones
terminales de las fibras la sobre las motoneuronas varían en función de su localización
(próximo-distal) dendrítica, lo cual podría representar una forma de variación
sináptica sistemática en relación con la posición de contacto. Conclusiones semejantes
pueden deducirse de las terminales no marcadas localizadas sobre las neuronas que
proyectan al RMc, aunque hay algunas diferencias con las terminales procedentes del
RMc; es decir, los valores de aposición de las primeras muestran diferencias entre
animales y en función de su localización (ipsi-contralateral o rostro-caudal).
Por otra parte, la alta variabilidad observada en todas las características
ultraestructurales de las terminales marcadas es similar a la observada en las
terminales de origen diverso localizadas sobre neuronas marcadas. Concretamente, en
los valores mitocondriales y en el área del axón, hay una gran coincidencia entre
ambos tipos de terminales excepto en 2 ó 3 valores muy altos. Por lo tanto, no es
posible identificar inequívocamente el origen de las terminales procedentes del RMc
por sus características ultraestructurales, aunque el estudio realizado con ANOVA
muestra algunas diferencias entre los valores medios de ambas poblaciones de
terminales. Existe una abundante bibliografía que ha relacionado, en diferentes
regiones del SNC, la apariencia morfológica de los axones terminales con su núcleo
de origen (Jones y Powell, 1969; Weber y Kalil, 1987; Wong-Riley. 1972; Hamori y
COL, 1975; Ohara y Col., 1980). Aunque también hay estudios (Pierce y Mendel.
1993; Hanley y Bolam, 1997) donde las características ultraestructurales de las
terminales axónicas parecen estar más relacionadas con su órgano diana que con su
origen. Para una más extensa discusión de este aspecto véase de la Roza y Reinoso-
Suárez (2000).
III. Significación funcional
Nuestros hallazgos suponen una primera contestación a una pregunta planteada por
de la Roza y Reinoso-Suárez (2000) sobre la importancia de identificar en el vRPO
clases individuales de neuronas respecto a sus aferentes y a sus estructuras dianas, ya
que permitiría relacionar esas neuronas con una función del vRPO. La descripción de
las neuronas y terminales que proyectan y provienen del RMc, nos permitirían
aproximarnos a las estructuras del vRPO más estrechamente relacionadas con los
mecanismos de atonía del sueño REM.
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Sin embargo, en el momento de intentar buscar cualquier tipo de significación
funcional de nuestros resultados morfológicos, es inevitable tener presente el estudio
parcial que necesariamente hemos efectuado. En primer lugar: en la atonía que se
produce durante el sueño REM no intervienen exclusivamente estos dos núcleos,
aunque sean los principales responsables de la misma como ha sido desarrollado en la
introducción de esta tesis. Además, el vRPO aunque es esencial para que se produzca
y mantenga el sueño REM, también está implicado en otras actividades, y recibe y
envía información a núcleos muy diversos del sistema nervioso central (Reinoso-
Suárez y col., 1994; de la Roza y Reinoso-Suárez, 2000).
También necesariamente hemos de tener en mente la extraordinaria complejidad de
las relaciones anatómicas, evidenciable especialmente cuando estudiamos éstas a un
nivel ultraestructural. La regulación fina de un proceso fisiológico precisa de la
información integrada desde múltiples estructuras, teniendo en cuenta además, que al
hablar de estructuras o núcleos hablamos de una población heterogénea de neuronas
con presumibles importantes diferencias funcionales entre ellas (en su actividad, en
sus distintas conexiones, diferentes neurotransmisores, etcétera). Por ello distintos
tipos de neuronas en RMc pueden estar proyectando a diferentes neuronas en vRPO.
En consecuencia, para mejorar la comprensión de los circuitos neuronales que
subyacen a la atonía, presente en condiciones fisiológicas durante el sueño REM. son
necesarios estudios donde se combinen: doble trazado de conexiones e
inmunocitoquímica de neurotransmisores y de receptores; ésto sería completado con
nuevos estudios neurofisiológicos en estos dos núcleos.
De nuestros resultados destacamos en primer lugar que el tipo de conexiones que
hemos estudiado entre los dos núcleos, son recíprocas: existen neuronas en el vRPO
que proyectan a RMc pero también neuronas del RMc que proyectan hacia el vRPO.
Las primeras, las neuronas del vRPO que proyectan a RMc, tienen diferentes formas
y tamaños y posiblemente con diferencias bioquímicas y funcionales importantes. De
ellas depende en gran parte la actividad del RMc y. por consiguiente, el tono muscular
durante el sueño REM. A su vez el RMc está modulando el vRPO, lo que nos permite
pensar en una relación recíproca para una correcta organización de la atonía en el
sueño REM. Pero además el RMc proyecta abundantemente al vRPO. Esta
proyección del RMc al vRPO puede ser la base morfológica de la importancia que
algunos autores atribuyen al RMc en la génesis del sueño REM: Vanni-Mercier y col..
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(1991), señalan que tras una transección en un nivel prebulbar o pontino caudal, el
puente aislado parece ser insuficiente para generar el sueño REM.
Las conexiones entre vRPO y RMc parecen ser en parte glutamatérgicas, ya que en
el vRPO se han descrito neuronas de esta naturaleza que proyectan a RMc (Lai y col..
1999) y la estimulación con glutamato del RMc induce atonía (Lai y SiegeL 1988).
habiéndose demostrado igualmente un aumento de la liberación de glutamato en bulbo
rostromedial durante el sueño REM (Kodama y col, 1998).
Anteriormente hemos discutido el significado de que neuronas de proyección a
RMc reciban a su vez terminales marcadas y de la compleja organización de estas
terminales. El hecho de que esta circunstancia sólo haya sido encontrada en cuatro de
las 17 neuronas estudiadas ultraestructuralrnente puede indicar que no todas las
neuronas que proyectan a RMc están recibiendo este tipo de regulación, lo que nos
hace pensar de nuevo en la diversidad y complejidad de las relaciones entre vRPO y
RMc. Es verdad, que debemos tener en cuenta, que en ninguno de nuestros casos
hemos inyectado todo el RMc y que en consecuencia las neuronas que reciben
proyecciones directas de este núcleo pueden encontrarse en mayor número de las aquí
descritas.
Los diferentes tipos de terminales que reciben las neuronas del vRPO que
proyectan a RMc deben de tener diferentes orígenes. Una descripción detallada del
tipo de terminales que reciben las neuronas del vRPO y de los posibles orígenes y
significado funcional de las mismas la encontramos en el trabajo de De la Roza y
Reinoso-Suárez (2000). Las diferencias en la organización sináptica de las distintas
neuronas marcadas retrógradamente aquí descritas sugieren igualmente diferencias
funcionales.
En lo que respecta a la atonía que se registra en el electromiograma durante el
sueño REM recordemos que existen también conexiones directas desde vRPO hasta
médula espinal (Matsuyama y col., 1997 y 1999), sin embargo, la regulación del tono
por parte de estos haces retículoespinales parece ser más específica (de la Roza y
Reinoso-Suárez, 2000), y no ser precisamente la que se produce durante el sueño
REM, que parece depender principalmente de las conexiones desde vRPO hacia el
RMc.
Podemos resumir: que neuronas de diferentes características morfológicas,
situadas principalmente en la la parte caudal del mismo lado del vRPO son las que
deben regular la actividad del RMc para que se produzca la atonía del sueño REM.
Que algunas de estas neuronas, además de la información que reciben de otras
muchas estructuras, están moduladas por la información procedente del RMc. Que el
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RMc modula la actividad de neuronas situadas en prácticamente toda la extensión del
vRPO. Igualmente, debemos insistir en la complejidad de estas conexiones de las que
aún no conocemos sus posibles neurotransmisores. Todo ello nos hace pensar, una
vez más, en el difícil y delicado equilibrio que tiene que existir entre las numerosas
aferentes al vRPO y las conexiones de éste con sus estructuras diana para que se
puedan producir armónicamente, y a su tiempo, todas las manifestaciones que





El objetivo fundamental de la elaboración de esta tesis fue el estudio ultraestructural de las
conexiones establecidas por la porción ventral del núcleo reticular oral del puente (vRPO).
como responsable de la génesis y mantenimiento del sueño REM, con el núcleo reticular
magnoceluiar del bulbo raquídeo (RMc), responsable principal de la atonía que se produce
durante esta fase del ciclo vigilia-sueño. En este trabajo se han utilizado técnicas de trazado
de vías nerviosas en gatos, mediante la inyección en RMc de trazadores que son
transportados retrógrada y anterógradamente, y el material fue estudiado en el microscopio
electrónico.
Tras un análisis crítico y discusión de los resultados de nuestros experimentos podemos
establecer las siguientes conclusiones:
1) Las neuronas del vRPO que proyectan al RMc constituyen una población muy
heterogénea que incluye tanto neuronas multipolares de mediano tamaño como neuronas
bipolares pequeñas. Estas neuronas de proyección al RMc no parecen presentar
características morfológicas específicas dentro de la población general del vRPO.
2) La forma y el tamaño de las neuronas que proyectan al RMc parecen estar relacionadas.
no solamente con el número de terminales nerviosas que reciben, sino también con la
frecuencia de las mismas. La diferencia observada entre las frecuencias sinápticas de las
neuronas del vRPO, multipolares medianas y bipolares pequeñas, podría explicar
distintas propiedades electrofisiológicas de sus membranas. En el soma de las neuronas
multipolares parece integrarse una mayor cantidad de información que en las bipolares
pequeñas del vRPO.
3) Algunas de las neuronas que proyectan al RMc, cuyas características morfológicas y
frecuencias sinápticas son similares, presentan diferencias respecto a la proporción de los
distintos tipos de terminales sinápticas que reciben. Esto podría explicar la existencia de
subgrupos celulares con funciones específicas.
4) Las neuronas del vRPO, que proyectan al RMc y tienen terminales marcadas sobre el
soma o las dendritas, reciben aferencias desde este mismo núcleo. Es decir, el RMc
regula la actividad de algunas de las neuronas del vRPO que proyectan al mismo, a
través de un circuito de retroalimentación. Sin embargo, algunas de las terminales
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marcadas podrían pertenecer a axones colaterales de neuronas del vRPO que proyectan al
RMc.
5) La proyección desde el RMc es divergente, ya que modula la actividad de un grupo
heterogéneo de neuronas localizadas en toda la extensión del vRPO. Además, dicha
proyección se distribuye por toda la superficie neuronal, desde el soma hasta las
dendritas distales.
6) Aunque la mayoría de las terminales procedentes del RMc establece sinapsis asimétricas
(posiblemente excitatorias) sobre las neuronas del vRPO, algunas terminales marcadas
forman sinapsis simétricas (probablemente inhibidoras) indicando la existencia de vías
distintas desde el RMc hacia el vRPO. Pero algunas de las sinapsis simétricas también
podrían corresponder a los axones colaterales de neuronas del vRPO que proyectan al
RMc.
7) La alta variabilidad observada en las características ultraestmcturales de las terminales
procedentes del RMc es similar a la observada en las terminales de origen diverso
localizadas sobre las neuronas del vRPO que proyectan al RMc.
8) Las características ultraestmcturales de ambos tipos de terminales (procedentes del RMc
o localizadas sobre las neuronas que proyectan al RMc) sobre las dendritas muestran
diferencias significativas en relación con su localización proximal-distal.
La diversidad y complicación de las conexiones entre el vRPO y el RMc, aquí descritas.
contribuyen a demostrar la gran complejidad de los mecanismos que intervienen en una de
las manifestaciones del sueño REM: la atonía. Este hecho permite hipotetizar sobre la mayor
complejidad de los mecanismos necesarios para que el vRPO organice armónica y
simultáneamente todas las manifestaciones comportamentales y bioeléctricas que definen el
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AO: Área oval del cuerpo restiforme
Ár: Área
Asm: Asimétricas


















Estruct post: Estructura postsináptica
Fae: Fibras arciformes externas
GA: Glutaraldehído
G7: Rodilla del facial
H: Hembra
HRP: Peroxidasa de rabanilla
HRP-WGA: Peroxidasa de rabanilla






Lap o long. aposte: Longitud de aposición






MLF: Fascículo longitudinal medial
MR: Núcleo mayor del rafe
Netir: Neurona
NRL: Núcleo reticular lateral
Oval: Ovaladas
P: Tracto piramidal
Pa: Perilocus coeruleus a
PaG: Substancia gris periacueductal
PB: Tampón fosfato O,1M, pH 7.4
Per o perím: Perímetro
PF: Paraformaldehído
PH: Núcleo praepossitus del hipogloso
PGO: Ponto-genículo-occipital
PR: Núcleo pálido del rafe
RB: Cuerpo restiforme
Red o redond: Redondeadas
RMc: Núcleo reticular magnocelular del
bulbo raquídeo




RPO: Núcleo reticular pontino oral




SNC: Sistema nervioso central
SI: Tracto solitario
SIL: Núcleo lateral del tracto solitario
S5: Tracto espinal del trigémino




Tris: Trizma base y Trizma hydroehloride
Variac: Variación
Vesic: Vesicular
vRPO: Parte ventral del núcleo reticular oral
del puente
VSC: Tracto espinocerebeloso ventral
WGA: Aglutinina de germen de trigo
Zona act: Zona activa
5S: Núcleo espinal del trigémino
6N: Núcleo del VI par craneal
8C: Núcleo coclear del VIII par
8VM: Núcleo vestibular medial del VIII par
8VI: Núcleo vestibular inferior del VIII par
% ár mitoc: Porcentaje de área mitocondrial
% term ap. term: Porcentaje de terminales
adyacentes a otras terminales
% aposic o aposc: Porcentaje de aposición
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APÉNDICE DEL ESTUDIO ESTADÍSTICO COMPARATIVO
3.0. Diarendaseitine galos:
I*Terminales9obre soma y dendritaproximal de neuronas marcadas:
AJRoblación general de terminales:
- Área axonak
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- Percentaje de área mitocondrial:






















































- Longitud de aposición:






































- Ebicentaje de apoación de la terminal









Gl 155 \s.Cl 191
Gi 155 vs.Gl 197
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-ftrínetroaxonal:






































- Número de mitocondrias:





























































































- Barcentaje de área mttocondrial:






















































- lx>n gitud de aposición
Origen de la variac Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F-test
Entre grupos 1.73 0.86 265
En los grupos 112 36.57 0,33
























- rorcentajede posición de la terminal:
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3.1. DürenáaseniBidóiide la Realización de la terminal:
i. Diferenciasentre lado ipsi y contralateaal al lugar de inyección
































































































































































ii. Diferencias entre ni\elestostral,medb y caudal
I*Term ¡nales sobre neuro na marcada: (Fbblación general)
-Área axonal: _























































M e d a
3.79








E n o r estándar
0.11
































































































































































- Longitud de aposición:














































































































II*Terminalesmaicadassobre dendrita en neuropib: (Población general)
- Áreaaxonal:












































































- Núm em de mif ocondrias:
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-Área mitocondrial:






































- Fbrcentaje de áieamitooondrial:






































- Longitud de aposición:






































- Fbrcentaje de apoación de la terminal:






































- Diámetro de dendrita


















































Medo YS.CaucM -0,54 0,46* 2.62
3 2 . Diferencias según la esk-uctaa posfeinápíea:
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F i she rPLSD
0.58*W6)
0,55* W 2 )
0.45


















- Número de mitocondrias
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Ente l-2y>2fJm
-0,02 0,O4 0.62
- Fbrcentajs de áreamitocondrial:





































- Longitud de aposición:






















































-Fareentajede aposición de la terminal:





















































IPTerm inales marcadas sobre bs distintostamaños de dendrita:
En la población general de terminales
- An?aaxonal:
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62 0,83 0.52
-ftrínetroaxonal:






















































- Numero de mitocondrias






























































































Origen de la variac Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F-test
Entro gupos 271.71 135.85 1.12
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- Lon gitud de aposición:






















































-fbrcentajede aposición de la terminal:






















































33 . Dfcenóisaníre taranalesmamadassobre dendrita enneuropüo, procedentes de RMc y terminales sobre
dendrita marcada en neuropflo de origen dwerso:
Qiando se realizó un estudio estadístico comparativo ente las caraeteréticas del grupo de terminales
anterógradamenterriaraidassobredendritaenneuropita. procedentes de RMc cuanto menos en su mayoríucon el
grupo de terminales no marcada&(de origen pieaimiblemente dherso y en todo cuso con sus .somas cíe origen no
en RMc,o de neuronas en todo caso de algún modo distintas puetto que de ubicarse en RMc no habrán captado



















































































B.QiandocompaiamosaisladamentelasiErminalessobre dendritamarcaday üaminalesmaiuidassobre dendrita en















































































3A Diferenciasen imdón dd cariado snáptico estableado: smékico, aáméirico, y án contacto ánáptico en el
plano de corle.
ReaÜ2ando un análiásde la wianza entre la población total de terminales sobre neuro na mareada:
-Áreaaxonal:












































































































- Número de mitocondrkix






















































- Ama mitocnnflrÍa1:(Snf n r mr J7AMQS T OS DATOS DEGl 155 YGl 191)






















































-fbrcentajede áreamitoconHrial-(Sá o TTITÍ IZAMQST n s DATOS DEGl 155 YGl 191)






































- Longitud de aposición:




































Cuadrado m e d o
4.9
0.29
Desviac estándar
0.64
0.52
0.51
Scheffe F-test
1
1259***
10.32***
F-test
16.78
r=aomi
Emir estándhr
01»
lW i
().<p I
